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CILE PRACE

Vypracovat reSerSi na téma metabolismus NO u véely medonosné (Apis mellifera)
se zaméfenim na klicové enzymy biosyntézy a metabolismu reaktivnich forem dusiku

(RNS), v¢etné piehledu metod jejich studia.

Zavedeni metod analyzy genové exprese a enzymové aktivity NO synthasy (NOS;
EC 1.14.13.39) a S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR; EC 1.1.1.284) ve vzorcich v¢el.

Studium funkce NOS a GSNOR v signalnich drahach v¢el v riznych stadiich vyvoje na

modelové patogenni podnéty a aktivaci slozek imunitniho systému.



1 UVOD

V roce 1998 ziskali Furchgott, Ignarro a Murad Nobelovu cenu za praci na tloze oxidu
dusnatého (NO) jako signaliza¢ni molekuly. Objev nasledné spustil védecky zajem tuto
molekulu studovat. Mnoho novych ¢lanka néasledné ukdzalo Siroky rozsah télesnych
funkci, které jsou NO fizeny. Jiz n€kolik let je znamo, ze NO funguje u obratlovct jako
obranna molekula proti infekci zptuisobené viry, bakteriemi a parazity. Nové poznatky

ukazuji, ze NO zastava stejnou roli u bezobratlych (Rivero, 2006).

V zivych organismech NO vznika enzymovou a neenzymovou cestou. Pii acidickych
podminkach vznikd NO z dusitani (NO2). Tento proces je zesilen v ramci silné
redukéniho prostfedi. Nitrosaci vzniklé S-nitrosothioly (RSNOs) piedstavuji dalsi
vyznamny zdroj NO (Zweier et al., 1999; Jahnova et al., 2013). Enzymové NO vznika
¢innosti NOS. Dany enzym katalyzuje pétielektronovou konverzi L-argininu na
L-citrulin. Dana pfeména ¢ita dvé postupné monooxygenasové reakce a vyzaduje celkem
¢tyii  kofaktory: flavinadenindinukleotid (FAD), flavinmononukleotid (FMN),
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP) a tetrahydrobiopterin (BHi) (Griffith
a Stuehr, 1995).

NO u hmyzu funguje jako signalni a cytotoxicka molekula. Cytotoxicita NO je
piipisovana predevs§im jeho schopnosti interagovat satomy a ionty Zeleza (Fe?")
v aktivnich mistech kli¢ovych enzymi. NO je jako signalni molekula produkovéan
v odpovédi na napadeni rliznymi patogeny a parazity a hraje centralni roli v signalizaci
obrannych mechanismi. Signalizace skrze NO a dalsi signalni drahy vede k expresi

antimikrobialnich peptidd (AMPSs; Negri et al., 2017).

Hmyz je vSeobecné dilezity pro stabilitu ekosystémi, vely pak pro hospodarskou
funkci krajiny, ke které ptispivaji opylovanim. Opylovani je dulezité pro stabilitu vynosu
mnoha plodin, oproti tomu mnoho biotickych a abiotickych stresori ovliviiuje zdravi
vcCel, ptsobi jako imunosupresory a pfispivaji ke zhorSeni zdravotniho stavu vcelich
kolonii, pravé proto stile roste pocet a vyznam studii, jejichz cilem je zlepSovat

schopnosti véel Celit hrozbam téchto stresorti (Negri et al., 2017).

V¢ela medonosna (A. mellifera) ma nékolik linii vrozené imunity, které ji chrani pied
parazity a patogeny. Prvni obrannou linii tvofi fyzikalni a chemické bariéry, které
znemoznuji zachyceni a prunik infek¢énich ¢astic do véeliho téla. Jakmile parazit

¢i patogen prekond fyzikalni a chemické bariéry, dochazi k aktivaci bunécnych
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a humoralnich imunitnich odpovédi. Dané odpovédi predstavuji druhou a tieti obrannou

linii (Glinski a Jarosz, 2001).

Momentalné je o funkcich NO v imunitnim systému vcely medonosné znamo pouze
nékolik malo informaci. NO vznikd ve véelich hemocytech, stievu a tukovém télese
Vv odpovédi na pritomnost bakterialnich lipopolysacharidi (LPS; Negri et al., 2017). NO
se u v¢el podili na aktivaci imunitniho systému. NO se dale podili na humoralni a bunééné
imunit¢, v jejichz ramci reguluje imunitni odpovédi, ovliviiuje nachylnost k patogentim,

bakteriim a omezuje rozvoj paraziti (Negri et al., 2013; Sadekuzzaman a Kim, 2018).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Reaktivni formy dusiku

Volné radikaly I1ze definovat jako molekuly ¢i molekularni fragmenty obsahujici jeden
avice neparovych elektronii v atomovych ¢i molekularnich orbitalech. Pravé tyto
neparové elektrony urcuji stupen reaktivity volnych radikala (Miller et al., 1990). Kiehka
rovnovaha mezi prospéSnymi a Skodlivymi U¢inky volnych radikalii je udrzovana
procesem redoxni regulace, ktery chrani organismy pied oxidativnim stresem a udrzuje

redoxni rovnovahu (Droge, 2002).

Reaktivni formy dusiku (RNS) se spole¢né s reaktivnimi kyslikovymi radikaly (ROS)
ucastni fyziologickych a patologickych pochodt. Vyskytuji-li se ROS a RNS v nizkych
koncentracich, zastavaji dalezitou roli v bunéénych procesech, napt. v rdmci signalnich
drah ¢i v obrané proti infekcim, aby radikaly plnily svou fyziologickou roli, musi byt
jejich koncentrace udrzovana na nizké hladin¢ (Valko et al., 2006). Hladina ROS a RNS
je regulovana napt. NOS, NADPH-oxidasou (EC1.6.3.1), katalasou (CAT, EC 1.11.1.6)
a superoxiddismutasou (SOD; EC 1.15.1.1). Nadprodukce RNS a ROS nasledné vede
k oxidativnimu a nitrosativnimu stresu, béhem kterého muze dojit k poSkozeni bunéénych

struktur, membran, lipidd, proteind a DNA (Valko et al., 2007; Negri et al., 2017).

2.1.1 Oxid dusnaty

NO je mald molekula, ktera je diky ptfitomnosti neparového elektronu na 2 z*
protivazebném orbitalu fazena mezi radikaly. NO je v zivych systémech produkovan
specifickymi NOS, které metabolizuji L-arginin na L-citrulin za vzniku NO. Stabilita NO
zavisi na prostredi, ve kterém se nachazi, napt. ve vodném prostiedi je jeho doba Zivota
pouze nékolik sekund, vétsi stabilitu molekula jevi v prostiedi s nizkou koncentraci
kysliku (O2), kde je jeho doba zivota delsi néz 15 sekund. NO je rozpustny v polarnim
I nepolarnim prostiedi, snadno difunduje pfes membrany a v extracelularnim prostiedi

reaguje s Oz za tvorby NOz™ a dusi¢nanovych anionti (NO3’; Bogdan, 2015).

Chemii NO v biologickych systémech Ize rozdélit do dvou kategorii. Prvni kategorie
zahrnuje reakce NO s biologickymi molekulami, ve kterych je koncentrace NO niz$i nez
1 umol-1t. Druha kategorie zahrnuje reakce zptisobené RNS, k nimZ dochézi
pfi koncentraci NO vys&i nez 1 umol-It. Do této kategorie se fadi nitrosa¢ni, nitraéni
a oxidacni reakce (Wink a Mitchel, 1998). Oxidacni reakce zahrnuji odstranéni

1-2 elektronii ze substratu. Nitrosaéni reakce piedstavuje adici NO™ na thiolovou, amino
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¢i hydroxy skupinu. Piikladem nitrosace je reakce NO™ s thiolovou skupinou peptidi za
vzniku S-nitrosothiolt (RSNOs). Nitrace je adice NO>" k aromatické skuping, jako
ptiklad lze uvést nitraci tyrosinu (Beckman et al., 1992; Thomas et al., 2009; Jahnova
etal., 2013).

NO mtize déle reagovat se superoxidovym aniontem (O2") za vzniku peroxynitritového
aniontu (ONOQ"). Vzniklé produkty nasledné reaguji sjinymi biologickymi cili
a ovliviiuji fyziologické a buné&tné funkce (Wink a Mitchel, 1998). NO se také snadno
vaze na urcité ionty prechodnych kovi, dilezita je napt. jeho vazba s Fe** hemové
skupiny rozpustné guanylatcyklasy (sGC, EC 4.6.1.2; Archer, 1993; Wareham et al.,
2018).

NO zastava roli v Sirokém spektru fyziologickych procest, véetn¢ neurotransmise,
regulace krevniho tlaku, obrannych mechanismd, relaxace hladkého svalstva a imunitnich
reakci (Obr. 1). V ramci patofyziologie je NO zapojen v rtiznych onemocnénich, jako je
napf. artritida, ateroskler6za, rakovina, cévni mozkovéa piihoda a infarkt myokardu. NO
sice mize zpusobit poskozeni tkani, inhibovat enzymovou aktivitu, poskodit DNA
a indukovat lipidovou peroxidaci, i piesto je vSak schopen chranit bunky pted
poskozenim zplsobenym cytokiny a pted apoptézou (Wink a Mitchel, 1998; Ghimire
etal., 2017).

NO

[ Ochranna funkce ] [ Regula¢ni funkce ] [ Skodlivé ucinky ]

Inhibice enzymt

Antioxidant Cévnl tonus y ,

Inhibice adheze Bunécna adheze Posko_zenl DNA
leukocyta Cévni permeabilita Perloumdlacr..a l.1p1du o
Ochrana proti toxicité Neurotransmise Zvysena citlivost k: radiaci,

Inhibice adheze krevnich  alkylacnim ¢inidlim a toxickym
desticek kovim

Obr. 1 Rozdéleni a charakterizace funkci, které NO zastava v zivych organismech (upraveno
podle Wink a Mitchel, 1998; Wareham et al., 2018).
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2.1.2 Tvorba NO

Molekula NO vznika in vivo prostiednictvim enzymu NOS. U savcu se rozlisuji celkem
tii isoformy tohoto enzymu, prvnim typem je neuronalni NOS (nNOS), druhym typem je
inducibilni NOS (iNOS) a tietim typem je endotelialni NOS (eNOS). Isoformy nNOS
a eNOS dohromady tvofi tfidu ozna¢ovanou jako konstitutivni NOS (¢cNOS). Skupina
cNOS je konstitutivné pfitomna v bunce, je aktivovana influxem vapniku a jeho
naslednou vazbou na kalmodulinovy receptor. Isoforma INOS je exprimovana az po
rozpoznani specifického signalu. NO muize vznikat i neenzymové redukci NO2” na NO
vV kyselém a silné reduk¢énim prostiedi (Griffith a Stuehr, 1995; Zweier et al., 1999;
Bogdan, 2015).

2.1.3 Enzymova tvorba NO
Vsechny isoformy NOS vyuzivaji L-arginin jako substrat, O2 a redukovany NADP

(NADPH) slouzi jako kosubstraty. Enzymova pieména Ccita dveé postupné
monooxygenasové reakce a vyzaduje FAD, FMN, NADP a BHs jako kofaktory.
V prvnim kroku dochazi ke dvouelektronové oxidaci NADPH a guanidinového dusiku,
NADPH v reakci slouzi jako donor dvou elektronti, danou reakci vznika N®-hydroxy-L-
arginin (Obr. 2), ve druhém kroku NADPH poskytuje pouze jeden elektron a oximova
skupina N®-hydroxy-L-argininu podléha tiielektronové oxidaci za vzniku L-citrulinu
a NO (Griffith a Stuehr, 1995; Bogdan, 2015).

2.1.3.1 NO synthasa

V roce 1991 byla odhalena struktura nNOS z potkaniho mozku, ze sekvence cDNA
odpovidajici danému enzymu byla stanovena jeho molekularni hmotnost na 160 kDa
(Bredt et al., 1991; Zhu et al., 2016).

. NH, HO,  NHa O
HoN=( NADPH + O, "N={ U2NADPH+ 0, HN—
NH < NH NH
NADP* + H,0 1/2 NADP* + H,0 + NO
-
. + 4
_.\NH3 \\NHE K NH3
o=( H o=( _H o={ _H
0] 0 0
L-arginin N®-hydroxy-L-arginin L-citrulin

Obr. 2 Schéma dvoustupnové enzymové tvorby NO katalyzované enzymem NOS (upraveno
podle Griffith a Stuehr, 1995).



Charakterizovana byla nasledné jak iNOS s molekularni hmotnosti 130 kDa, tak eNOS
s molekularni hmotnosti 133 kDa (Bogdan, 2015). Isoformy nNOS a iNOS postradaji
aminokyselinové sekvence specifické pro vazbu k membrané, a proto jsou tyto enzymy
pfitomné v rozpustné Casti bunéénych ¢i tkanovych homogenatt. Isoforma eNOS je

naopak vazana k endotelialni bunééné membrané (Griffith a Stuehr, 1995).

NOS je homodimérni enzym, ktery je sloZen z oxygenasové a reduktasové domény
a obsahuje ¢tyfi vazebna mista pro kofaktory FAD, FMN, NADPH a BHs (Obr. 3).
Vsechny NOS dale obsahuji hem a vazebné misto pro kalmodulin. V pribéhu reakce jsou
elektrony pieneseny z NADPH pies FAD a FMN na C-koncovou reduktasovou doménu,
dale jsou elektrony pieneseny pies hemovou skupinu az na oxygenasovou doménu, ktera

vaze BH4, Oz a L-arginin (Férstermann a Sessa, 2012).

Vazba kalmodulinu kNOS je podminénd zvySenou koncentraci Ca?* iontt,
se zvysujici se afinitou kalmodulinu k NOS vzrista nasledné schopnost toku elektronti
z NADPH vV reduktasové doméné na hem v oxygenasové doméné. Isoformy eNOS
a nNOS dosahuji své poloviéni aktivity pii 200-400 nmol-1"* koncentraci intracelularnich
Ca?" iontii, naopak na iNOS se kalmodulin vazZe jiz pfi extrémné nizké koncentraci Ca?*
iontll (40 nmol-1?), a to diky odligné aminokyselinové struktufe vazebného mista pro

kalmodulin (Hemmens a Mayer, 1998; Alderton et al., 2001; Piazza et al., 2015).

NADPH

Obr. 3 Mechanismus reakce katalyzované enzymem NOS spole¢né s pfitomnymi kofaktory
(upraveno podle Alderton et al., 2001).



2.1.3.1.1 Neuronalni, inducibilni a endotelialni NO synthasa

Isoforma nNOS je konstitutivné exprimovana v mozkovych neuronech, vedle mozkové
tkan¢ byla nNOS detekovana v miSe, nadledvinach, buiikach epitelu a v pankreatickych
ostruvcich. Enzym je zapojen ve fyziologickych funkcich jako je uceni, tvorba paméti
¢i neurogeneze. Je dokazano, Ze inhibitory NOS zhor$uji u¢eni a mohou zptsobit amnézii
u zvifecich modelt. Abnormalni signalizace skrze nNOS vede K riznorodym
neurodegenerativnim onemocnénim, jako je napf. excitotoxicita nasledovana mrtvici,
Alzheimerova a Parkinsonova choroba (Holscher a Rose, 1992; Forstermann a Sessa,
2012).

Isoforma iINOS neni za normalnich podminek exprimovana, k jeji expresi dochazi az
po jeji indukei prostrednictvim bakterialnich LPS a cytokint. Aktivita exprimované iNOS
je poté konstantni a nezavisla na koncentraci Ca?* iontd. (Nathan a Hibbs, 1991; Lind
et al., 2017). Po aktivaci NOS v makrofazich vznika zna¢né mnozstvi NO, které pusobi
cytotoxicky. Cytotoxicita spociva ve vysoké afinit¢ NO k proteinovému Zzelezu
a Vv nasledné inhibici klicovych proteint, které v jejich katalytickém centru obsahuji
atomy zeleza. Mezi tyto klicové proteiny patii napt. slozky komplexa I a II zapojené
vV mitochondrionalnim dychacim fetézci, dale ribonukleotidreduktasa (EC 1.17.4.1),
nebo akonitasa (EC 4.2.1.3) zapojena v citratovém cyklu (Nathan a Hibbs, 1991; Cui
et al., 2019). NO ve vysokych koncentracich dale interferuje s molekulou DNA a muze
zpusobit jeji rozpad a fragmentaci. V ramci patofyziologie nemusi vysoka koncentrace
NO pusobit toxicky pouze proti nezddoucim mikroblim, parazitim ¢i nadorovym
bunkam, ale mtize poskodit i zdravé bunky. Toxicky ptisobi jak samotny NO, tak ONOO"
vznikly reakci NO s Oz (Nathan a Hibbs, 1991; Wink et al., 1991; Rosenfeld et al., 2010;
Gupta et al., 2015).

Isoforma eNOS je nejvice exprimovana v buiikach endotelu, vV men$im mnozstvi
se nachazi v srde¢nich myocytech, bilych krvinkach a v mozkovych neuronech. Aktivita
enzymu je regulovana intracelularni koncentraci Ca?* iontf, vedle Ca®* iont existuje
I nékolik proteind schopnych interagovat s eNOS, napt. heat shock protein 90 (hsp90)
funguje jako alostericky modulator enzymové aktivity (Lange et al., 2009).

2.1.3.2 Hmyzi NO synthasa
V 90. letech 20. stoleti byla NOS charakterizovana u né€kolika hmyzich druht. Bylo

zjisténo, ze hmyzi isoforma sdili fadu vlastnosti s CNOS isoformou popsanou



u obratlovct. Dale byla popsana signalni role enzymu, diky jeho schopnosti syntetizovat
NO v odpovédi na zvysenou hladinu Ca®* iontd. Piivodni price naznadily zapojeni
NOS ve zpracovani Cichovych a vizualnich informaci, pfi tvorbé dlouhodobé paméti
a Vv produkci proteini oznaCovanych jako nitroforiny. Nitroforiny obsahuji NO
a usnadnuji krmeni u hematofagniho hmyzu (Elphick et al., 1993; Ribeiro a Nussenzveig,
1993; Rivero, 2006). Nasledn¢ byla popsana role NOS v indukci bunééné a humoralni
imunity hmyzu (Choi et al., 1995; Nappi et al., 2000). Charakterizovana byla také
inducibilni forma enzymu, ktera napf. u komara rodu Anofeles (Anopheles) limituje
rozvoj parazita Plasmodium berghei skrze inducibilni tvorbu NO (Luckhart et al., 1998).
VSechny tyto studie dokazaly, Ze u hmyzu NOS a NO zastavaji podobné funkce jako
u obratlovet (Luckhart a Rosenberg, 1999; Rivero, 2006).

NOS (DmNQOS) purifikovana z mozku hmyziho modelového organismu octomilky
obecné (Drosophila melanogaster) ma molekulovou hmotnost 152 kDa. Enzym svymi
vlastnostmi odpovidda homologu izolovaného z mozku obratlovcu. Isoforma DmNOS
vykazuje nejvyssi homologii se savéi NNOS (43% identita) a obsahuje vazebna mista pro
FMN, FAD, NADPH a kalmodulin. Isoforma DmNOS je podobné jako sav¢i nNOS
aeNOS regulovana Ca?'/kalmodulinovym komplexem. Samotny enzym neobsahuje
na N-konci oblast pro myristylaci a neobsahuje transmembranovou doménu (Regulski
aTully, 1995). Enzym svymi kinetickymi vlastnostmi (Km =25 umol-1*%;
Vmax = 1,3 umol-mg?) rovnéz odpovida homologu izolovanému z mozk@ obratlovch

(Bredt a Snyder, 1994; Regulski a Tully, 1995; Colasanti a Venturini, 1998).

2.1.3.2.1 Lokalizace a funkce hmyzi NO synthasy

Hmyzi NOS se podle své lokalizace déli do dvou skupin. Prvni skupina zahrnuje NOS
lokalizovanou Vv nervovém systému, naopak druha skupina ¢ita NOS zapojenou

V hmyzim imunitnim systému.

NOS zapojena v nervového systému hmyzu byla piivodné charakterizovana v mozku
véely medonosné (A. mellifera), octomilky obecné (D. melanogaster) a sarancete
pustinného (Schistocerca gregaria; Miller, 1997). V ramci nervového systému je
az 90 % veskeré aktivity NOS lokalizovano v mozku, piedev§im v neuronech,
neuropilech a gliovych bunkach (Bicker a Hahnlein, 1995). V hmyzim nervovém systému
existuje vedle Ca?* dependentni NOS také NOS nezavisla na koncentraci Ca?*, ktera
predstavuje 5-10 % z celkové aktivity NOS (Miiller, 1994). Hlavnim cilem NO v ramci



nervového systému hmyzu je sGC. NO aktivuje sGC prostiednictvim jeho vazby
s hemovou skupinou enzymu. Vazbou nasledné dochazi ke zméné konformace enzymu.
Aktivni  sGC  katalyzuje pfeménu guanosintrifosfatu  (GTP) na cyklicky
guanosinmonofosfat (cGMP), ktery nasledné¢ aktivuje nejméné tii skupiny enzymd,
tj. proteinkinasy zavislé na cGMP, iontové kanaly fizené cyklickym nukleotidem

a fosfodiesterasy regulované cGMP (Miiller, 1997).

Druhym mistem lokalizace NOS je hmyzi imunitni systém, ve kterém se dany enzym
nachazi predev§im v Malpighiho trubicich a v tukovém télese. V tukovém télese
a Malpighiho trubicich je lokalizovana LPS inducibilni Ca?*/kalmodulin dependentni
NOS, ktera vyzaduje pfitomnost 4 kofaktort, tj. FAD, FMN, NADPH a BH4 (Choi et al.,
1995). NOS je dale ptitomna v hmyzich hemocytech, které 1ze povazovat za ekvivalent
savéich Kkrvinek. Hemocyty zajistuji fagocytozu, degranulaci a enkapsulaci (Conte
a Ottaviani, 1995). NOS je v hemocytech aktivovana LPS, gramnegativnimi

a grampozitivnimi bakteriemi (Weiske a Wiesner, 1999).

2.1.3.2.2 Vieli NO synthasa

V genomu vcely medonosné (A. mellifera) byl identifikovan jediny gen pro NOS. Gen
byl charakterizovan jako AmMNOS. Rovnéz byla identifikovana pouze jedina isoforma
enzymu NOS, ktera zastava bud’ konstitutivni (signalni), nebo inducibilni (toxickou) roli.
Enzym je homodimerni a obsahuje Ctyfi vazebna mista pro kofaktory NADPH, FAD,
FMN a BHa4. NOS je lokalizovany ve véelim nervovém a imunitnim systému (Negri et al.,
2013). Vcely poskytuji cenny model pro studium procesu uéeni z divodu, Ze kombinuji
snadno dostupny nervovy systém se schopnosti se ucit. Tvorba paméti u véel souvisi
s aktivitou enzymu NOS, a proto jsou funkce NOS ve véelim nervovém systému dobie
popsany. Ve véelim nervovém systému se nachazi Ca®*/kalmodulin dependentni NOS
(Dacher a Gauthier, 2008). Stejny enzym je lokalizovan ve v¢elim imunitnim systému,
ato predevsim ve vcelich stfevech a hemocytech (Negri et al., 2014). Pii studiu vceli
NOS byly charakterizovany jeji inhibitory: N®-nitro-L-arginin (L-NNA) a N®-nitro-L-
arginin-methylester (L-NAME) (Miiller, 1994; Negri et al., 2015).

2.1.4 Neenzymova tvorba NO

Mezi neenzymové zdroje NO patii predevsim NO2 a RSNOs (Jahnova et al., 2013).
V biologickych systémech dochazi k tvorbé NO z NOz  pfi acidickych podminkach

samotna tvorba NO je navic zesilena pfitomnosti siln¢ redukéniho prostiedi (Zweier



et al., 1999). Nitrosaci vzniklé RSNOs se podili na transportu a uvoliiovani NO, ¢imz
predstavuji vyznamné meziprodukty metabolismu NO (Jahnova et al., 2013). NO se za
hypoxickych podminek akumuluje ve tkanich a vaze se na Siroké spektrum hemovych
proteinti (Zweier et al., 1999). Pfitomnost RSNOs byla potvrzena u octomilky obecné

(D. melanogaster), naopak tvorba NO z NO2™ nebyla u hmyzu popsana (Homem, 2015).

2.2 Metabolismus NO a RNS u hmyzu

Pritomnost paraziti a patogend vede u hmyzu k silnym stresovym stimulim, které
nasledné ohrozuji homeostazu organismu, jednou z moznych odpovédi na piitomnost
patogenti je tvorba NO. NO vznika u hmyzu piedevs§im po vystaveni organismu LPS,
grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim. ZvySena koncentrace NO nasledné vede
jeho reakcim s Oz a ROS za vzniku sirokého spektra toxickych molekul (Obr. 4). Vzniklé
molekuly nasledné poskozuji proteiny, lipidy a DNA (Rivero, 2006).

Nadprodukce RNS se souhrnné oznacuje jako nitrosativni stres, ke kterému dochazi,
jakmile tvorba RNS pievysi schopnost tyto radikaly neutralizovat a eliminovat. Reakce
RNS s biologickymi molekulami vedou k oxidaci, nitraci, nitrosaci a nitrosylaci (Carr
et al., 2000; Homem, 2015).

SIRENi RADIKALU NITROSACE NITRACE
Lipidové a uhlikaté S-Nitrosothioly MDdIT__Il(EaCE »
radikaly S-Nitrosoaminy proteina, peptida
2°'NO5 2 @-H* 2 g-H*
- R = NO; + H,0 ———'NO +H,0
"OH + HNO, t 5 ONQO~ ﬁfp ONCOH—— OH ™ + NO;"
Cytotoxicky Cytotoxicky | OXIDACE
gs+| |- @ "NO Poskozeni DNA
o- e Peroxidace lipidd
N NO' *OH
05 H‘?Oif’l L. 2\ “HQ Cytotoxicky
"NO +°07 ‘—'l NO; l HNO, INHIBICE ENZYMU
- i g Cytochrom ¢ oxidasa
ONOO H,O  onpo- H Cytochrom P450 katalasa
Cytotoxicky Cytotoxicky

Obr. 4 Schéma reakci NO s reaktivnimi formami kysliku , které vedou k produkci reaktivnich
molekul, radikald, proteinovym modifikacim a k poskozeni DNA (upraveno podle
Carr et al., 2000).
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2.2.1 Primé reakce NO

NO nereaguje rychle s aminy ani thioly, tudiz tyto reakce nelze povazovat za fyziologicky
vyznamné, naopak rychlost reakce NO snékterymi komplexy piechodnych kovu
a volnymi radikaly je dostate¢né rychla a vede Kk riznym fyziologickym zménam v zivych
systémech (Wink a Mitchell, 1998).

2.2.1.1 Reakce mezi NO a kovovymi komplexy

Celkové se daji reakce NO s kovy rozdélit do dvou skupin: 1) piimé reakce NO
s centralnim atomem kovu; 2) redoxni reakce NO s oxokomplexy. NO spolu s Fe?* tvori
nitrosylzeleznaty komplex, naopak s Fe3* k tvorbé takového komplexu nedochazi (Wink
s hemovymi proteiny, jako je napt. SGC a cytochrom P450 (CYP, EC 1.14; Montfort
etal., 2017).

Reakce mezi NO a sGC vede k tvorbé nitrosylzeleznatého komplexu, ¢imz nasledné
dochazi k aktivaci enzymu a k tvorbé cGMP, ktery funguje jako sekundarni posel a podili
se na regulaci fady dulezitych funkci. Koncentrace NO potiebna k aktivaci sGC je
relativné nizka, ECso je 100 nmol-1? (Murad, 1994). Kaskida byla popsana rovnéz
u hmyzu a je dulezita pti zpracovani ¢ichovych a vizualnich informaci (Nighorn et al.,
1998; Gibbs et al., 2001). U v¢el (A. mellifera) NO-cGMP signalni draha spolu s CAMP
systémem hraji zasadni roli pfi tvorbé dlouhodobé paméti, kterd trva alespont 24 hodin
aje zavisla na syntéze protein. Kratkodoba pamét’, kterou lze definovat jako pamét
trvajici méné nez 24 hodin, neni NO-cGMP systémem ovlivnéna. U véel se NO-cGMP
systém dale podili na tvorbé hmatové a ¢ichové paméti (Miiller, 1996; Dacher a Gauthier,
2008; Montfort et al., 2017).

Podobnym zpusobem reaguje NO s hemovou skupinou enzymu CYP. Rodina
cytochromi P450 je zapojena pii odbouravani cizorodych latek a ucastni se katabolismu
fady biomolekul, jako jsou napf. mastné kyseliny, steroidy, prostanglandiny
a leukotrieny. Puasobenim NO na CYP vede K inhibici enzymu. Inhibice muize byt
reversibilni ¢i ireversibilni. K reversibilni inhibici dochazi vazbou NO na hemovou
skupinu enzymu, ¢imz je nasledné znemoznéna vazba O, a tudiz i samotna enzymova
reakce. Ireversibilni reakce nastava prostfednictvim RNS, nicméné mize byt snizena
pritomnosti glutathionu (Wink et al., 1993; Dacher a Gauthier, 2008). Mechanismus

ireversibilni inhibice je takovy, ze vazbou NO na hem enzymu vznika koordinacni adukt,
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jehoz cysteinovy ligand je odstranén z koordinaéni sféry Zeleza. RNS mohou poté piisobit
nitrosa¢né ¢i oxida¢né na dany cysteinovy ligand. Modifikaci cysteinového ligandu je
nasledné zabranéno opétovnému ptipojeni hemu, coz vede k nevratné inhibici enzymové
aktivity (Girvan a Munro, 2016). U hmyzu byl CYP charakterizovan napf. u octomilky
obecné (D. melanogaster; Hovemann et al., 1997). Enzym se vyskytuje ve v§ech hmyzich
tkanich a podili se napt. na syntéze a degradaci ekdysteroidt a juvenilniho hormonu (JH).
U vcel CYP zastava také detoxifikacni funkei, diky které pfispiva k ochrané vcel viici
pfirodnim a syntetickym xenobiotikiim véetné pesticidu (Feyereisen, 1999; Manjon et al.,
2018).

2.2.1.2 Reakce NO s oxokomplexy a volnymi radikaly

Reaktivita NO neni omezena pouze na piimé interakce s ionty kovi, ale dochazi také k
jeho interakci s oxokomplexy. V ramci této skupiny existuje dulezita reakce mezi NO

a oxyhemoglobinem (oxyHb) za vzniku NOs a methemoglobinu (metHb):
oxyHb (Fe-O2) + NO > metHb (Fe**) + NO3"

Dana reakce je hlavnim mechanismem regulujici koncentraci a lokalizaci NO in vivo
u obratlovct. OxyHb diky své vysoké koncentraci a reaktivité s NO funguje jako primarni
detoxifikaéni mechanismus pro NO u obratlovctu (Lancaster, 1994; Wink a Mitchel,
1998).

U hmyzu se ukazalo, Ze vedle difuze O, hmyzim trachealnim systémem, se na
transportu O podili také proteinové pienasece. U octomilky obecné (D. melanogaster)
byl charakterizovan monomerni hemoglobin (Hb) o velikosti 153 AMK (17 kDa). Tento
intracelularni protein je pfitomen ve velmi nizké koncentraci V trachedlnim systému
a Vv tukovém télesu. Z divodu velmi nizké hladiny Hb neni jeho interakce s NO tak
dilezita, jako u obratlovcu (de Sanctis et al., 2005). NO velmi rychle reaguje s komplexy
kovu S vysokym valen¢nim cislem. Oxokomplexy vznikaji oxidaci komplexi kovi

oxidativnimi latkami, jako je napt. H20.:
Fe@3) + H,0, > Fe®)=0 + H,0

Tyto hypervalentni komplexy kovt jsou velmi silné oxidanty, které mohou zpusobit
bunécné poskozeni, véetné peroxidace lipidii. NO s témito hypervalentnimi komplexy

rychle reaguje:
Fe**=0 + NO > Fe** + NO2
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Reakci dochazi k redukci a snizeni valenéniho ¢isla komplexti kovi, a tim také ke snizeni

oxidativniho poskozeni (Wink a Mitchel, 1998).

Mezi piimé reakce NO jsou déale fazeny jeho reakce s volnymi radikaly.
Nejvyznamnéjsi je reakce NO s O2 za tvorby ONOO", dale zde patii reakce NO
s tyrosylovymi ¢i S lipidovymi radikaly. Reakce NO s lipidovymi radikaly vede
Kk terminaci lipidové peroxidaéni fetézové reakce a nasledné K ochrané bunék proti

cytotoxicité (Padmaja a Huie, 1993; Forstermann et al., 2017).

2.2.2 Reakce reaktivnich forem dusiku

Kategorie zahrnuje reakce RNS vzniklych reakci NO s Oz nebo O2". NO je v pfitomnosti
O2 nestabilni a tvoii RNS jako je oxid dusity (N203) a dusicity (NO2):

2NO + 02 2 2NO;
NO2+ NO = N203

NO ve vodném prostiedi podléha autooxidaci, v porovnani s plynnou fazi ve vodném
prostiedi vznikd pouze N203, ktery nasledné¢ podléha hydrolyze za vzniku NOz.
Autooxidaéni reakce je druhého fadu, tudiz polocas zivota NO vyznamné zavisi na jeho
koncentraci. Bude-li nap¥. po¢ate¢ni koncentrace NO 1 umol-1?, bude jeho stiedni doba
zivota 800 s, oviem bude-li po¢ateéni koncentrace NO 100 pmol-17, bude jeho stiedni
doba Zivota pouhych 8 s (Ford et al., 1993).

Pfi diftzi NO z mista jeho puvodu se jeho koncentrace postupné snizuje. Pokles
NO nasledn¢ umoznuje interakce NO s biologickymi cili, napt. s SGC a CYP. Vyznamné
zvyseni hladiny NO vede naopak ke zvysené tvorbé meziproduktt autooxidacni reakce.
Popsané zavislosti vysvétluji, pro¢ bude pti nizkych koncentracich NO pievladat jeho
ptimy Gcinek, zatimco pfti vyssich koncentracich NO bude dochéazek k reakcim, které jsou
zprostifedkovany skrze RNS (Wink a Mitchel, 1998). Piedpoklada se, Ze v biologickych
systémech jsou primarnim mistem autooxidace lipidové vrstvy, ve kterych jsou nasledné
lokalizovany vzniklé reaktivni meziprodukty. Nitrosacni, pfipadné nitracni reakce
se tudiz vyskytuji v blizkosti lipofilni membrany, a proto mohou byt proteiny spojené
stouto membranou pievedeny na RSNOs nebo na nitrosaminy. Nitrosace thiolt
v proteinech vede napft. k inhibici proteinti nebo K tvorbé RSNOs, které jsou schopny

modulovat ptenos signalu (Lander et al., 1996; Forstermann et al., 2017).
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Hlavni pfic¢inou cytotoxicity vznikajiciho NO je tvorba ONOO", ktery vznika reakci
NO s O2". ONOO" je za fyziologickych podminek nestaly a iSomeraci se pfeménuje na
NOsz". Tvorba ONOO" je ovlivnéna dvéma hlavnimi faktory: 1) mnozstvim vzniklého NO
a Oz ; 2) reakci radikala s biologickymi slozkami, které omezuji dostupnost NO a Oy,
a tudiz i mnozstvi vzniklého ONOO'". Za normalnich podminek je koncentrace Oz diky
katalyzované i nekatalyzované dismutaéni reakci niz§i nez 1 nmol-1". Koncentrace Oy
nasledné ur¢uje mnozstvi vzniklého ONOO™ (Beckman a Koppenol, 1996; Negri et al.,
2017).

ONOO" podléha tade reakci, z nichZ nejéastéjsi je tvorba kyseliny peroxodusité, ktera
nasledné zprostfedkovava vétsinu oxidacnich a nitra¢nich reakci (Koppenol et al., 1992).
Kyselina peroxodusita muze pitimo oxidovat thioly, reakce ovSem diky vysoké
koncentraci glutathionu (GHS) v organismu probiha ve velmi malém mnozstvi. Dal§im
faktorem, ktery ovliviiuje reaktivitu ONOO" je jeho reakce s NO ¢i Oz za tvorby NOo.
NO: poté rychle reaguje s NO za vzniku N2Og, ktery je nasledné schopen nitrosa¢nich
reakci (Ford et al., 1993; Wink a Mitchel, 1998; Radi, 2013).

ONOO™ + NO = NO2 + NOz
NO2+ NO = N203

ONOO je reaktivni se vS§emi hlavnimi tfidami biomolekul (Beckman et al., 1990).
Molekula se ucastni jednoelektronovych reakci za tvorby volnych radikald. Timto
zpusobem je zahajena napt. samovolna peroxidace lipidi. Dvouelektronové reakce vedou
k modifikaci aromatickych struktur dilezitych molekul, mezi které se fadi napt. dulezity
antioxidant a-tokoferol (Hogg et al., 1994; Radi, 2013). Nejcast¢jsi biologicky relevantni
reakci je nukleofilni adice ONOO- na CO; za vzniku nitrosoperoxouhli¢itanu
(ONOOCOy), ktery se rychle rozpada na NO2 a uhli¢itanovy radikal (Bonini et al., 1999).
CO; tedy funguje jako scavenger ONOO-, na druhou stranu jeho reakce s ONOO™ vede
ke vzniku dvou molekul, které pfispivaji K oxidativnimu a nitrosativnimu stresu

(Carballal et al., 2014).

U hmyziho modelového organismu octomilky obecné (D. melanogaster) byla
potvrzena ucast ONOO™ na nitraci tyrosinu. Dand reakce je pro RNS velmi
charakteristickd a probiha prakticky u vSech organismii. Nitrace nasledné ovliviuje
funkci piislusnych enzymii. ONOO" je rovnéz schopen odstranit H* z polynenasycenych

mastnych  kyselin, coz vede ktvorbé aldehydl, konjugovanych dient
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a hydroperoxyradikali, které jsou schopny iniciovat poskozeni lipidovych membran

peroxidaci.

Vedle peroxidace lipidi je nadbyte¢né mnozstvi ONOO- schopno iniciovat $tépeni
mitochondrii (Suzuki et al., 2004; Lancaster, 2008). Rozpadu mitochondrii je zabranéno
aktivitou GTPas podobnych dynaminu, které brani tvorbé agregati. RNS naopak
prispivaji k tvorb¢ téchto agregat, které nasledné iniciuji rozpad mitochondrii

a buné¢nou smrt (Yuan et al., 2007).

2.2.3 Posttransla¢ni modifikace proteini prostiednictvim RNS

Posttransla¢ni modifikace proteind ovliviiuji a kontroluji jejich strukturu, funkci, aktivitu,
buné¢nou lokalizaci, stabilitu a odbourdavani. Béhem modifikaci dochazi k reakcim mezi
RNS a postrannimi fetézci proteinovych aminokyselin. Reakce vedou k nitraci,

nitrosylaci a oxidaci pfislusnych proteint (Lancaster, 2008).

Na nitraci proteinii se vyznamné podili RNS a ROS, nebot’ jejich vzajemnym
pisobenim vznika cela fada nitra¢nich ¢inidel. Mezi nejvyznamnéjsi nitracni Cinidla
invivo patii NO, NO2, ONOO", HNO: a nitrylchlorid (Hnizdova et al., 2009). Mezi
charakteristické reakce téchto nitra¢nich ¢inidel s proteiny patii napt. nitrace tyrosinu,
kdy dochazi k navazani nitroskupiny v ortho poloze aromatického kruhu postranniho
fetézce aminokyseliny. Mezi ¢astou reakci ONOO™ patii také nitrace tryptofanu za vzniku
6-nitrotryptofanu (Suzuki et al., 2004; Lancaster, 2008).

Nitrosylace oznacuje pfipojeni nitrosylové skupiny (¢NO) k jiné chemické skupiné
prostfednictvim koordina¢né kovalentni vazby. Specifické oznaceni S-nitrosylace
popisuje tvorbu vazby mezi skupinou *NO a thiolovym postrannim fetézcem cysteinu
(Stamler et al., 1992; Jahnova et al., 2013). Tento dulezity mechanismus je nezavisly na
CGMP a dana reakce probihd bez enzymové katalyzy. S-nitrosylace miize ovlivilovat
konformaci proteind, protein-protein interakce a dalsi posttranskripéni modifikace, napft.
fosforylaci, acetylaci, ubikvitinaci a tvorbu disulfidové vazby (Hess a Stamler, 2012).
V zivych organismech dale vznikaji nizkomolekularni RSNOs, které jsou relativné
stabilni a maji del§i polocas Zivota nez NO. Mezi nejzndméjsi RSNOs patii
S-nitrosoglutathion (GSNO), ktery in vivo slouzi jako zasobni a transportni forma NO
(Carver et al., 2005).
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Na zaklad¢ studia pribéhu S-nitrosylace v aerobnim prostiedi 1ze pfedpokladat, ze
S-nitrosylace probihd zejména prostiednictvim tvorby reaktivnich oxidd dusiku, napf.

N203 a N2O4. Kharitonov et al. (1995) navrhli mozny mechanismus S-nitrosylace:
2NO + 02 2 2NO2
NO2 + NO - N203
N203 + H20 - 2 HNO>
N203 + RSH - RS-NO + HNO>

Studie in vitro prokazaly, ze pfi fyziologické milimolarni koncentraci GSH téméft
veskery N2Os reaguje s GSH za vzniku GSNO (Kharitonov et al., 1995; Jahnova et al.,
2013). RSNOs mohou snadno uvoliiovat NO z diivodd, ze vznikla S-NO vazba je silné
polarizovana a malo stabilni. RSNOs se nejcastéji rozkladaji na NO a piislusny disulfid.
Samotny rozklad RSNOs probiha jak enzymové, tak neenzymové. Stabilita RSNOs je ve
vodném prostiedi ovlivnéna svétlem, teplotou, pH, pfitomnosti O, a Kkationta
ptechodnych kovi. Rozklad vazby S-NO muze prob&hnout jako monomolekularni
reakce, reduk¢éni S$tépeni katalyzované kovy, nebo jako reakce vyssiho fadu.
Monomolekularni rozpad S-NO vazby muze byt homolyticky, nebo heterolyticky,
pticemz heterolytické §tépeni neni za fyziologickych podminek vyznamné, naproti tomu
homolytické vedouci ke vzniku NO a ptisluSného disulfidu je drdha s nejmensi energii

(Kharitonov et al., 1995; Jahnova et al., 2013).

2.2.3.1 Enzymy katalyzujici odbourani RSNOs

Aktivita GSNOR spole¢né s neschopnosti RSNOs prostupovat buné¢nou membranou
vede K nestejnomérné distribuci RSNOs. GSNOR zastava klicovou roli v ramci
katabolismu GSNO, a tak sam nepiimo reguluje hladinu ostatnich RSNOs. GSNOR
katalyzuje NADH-dependentni pfeménu GSNO na glutathiondisulfid (GSSG) a amoniak
(Obr. 5; Lui et al., 2001). GSNOR je vysoce konzervovany enzym a jeho ztrata ¢i posko-

GSNO + Protein-SH =—= GSH + Protein-SNO
NO +GSH — GSNO <:

GSNO + GSH GSSG + NH;4

NADH NAD™

Obr. 5 GSNOR neptimo kontroluje hladinu S-nitrosothioll katalyzou pfemény S-
nitrosogluthionu (GSNO) na glutathiondisulfid (GSSG; upraveno podle Lui et al., 2001).
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zeni vede kakumulaci GSNO a RSNOs. Vzhledem ktomu, ze organismy, které
postradaji GSNOR jsou vice nachylné k infekci se predpoklada, Zze S-nitrosylace
piedstavuje jeden z hlavnich a vysoce konzervovanych mechanismt imunitni odpovédi

(Tang et al., 2013; Homem, 2015).

2.2.4 Propojeni reakénich mechanismii RNS s ROS

V kapitole 2.2.2 bylo zminéno, ze tvorba ONOO" je omezena dostupnosti NO a O, tudiz
mezi RNS a ROS dochazi ke vzajemnym interakcim a jednotlivé radikaly se vzajemné
ovlivituji (Obr. 6). V aerobnich organismech piedstavuje pomér vzniklého Oz 1-5 %
z celkového mnozstvi spotiebovaného O. Kone¢na koncentrace O je Vv organismu
mnohonasobné nizsi, diky pritomnosti enzymi SOD (Beckman a Koppenol, 1996). SOD
je enzym, ktery katalyzuje konverzi O2" na H2O». Tato preména piedstavuje jednu z

katalyticky nejucinnéjsich reakei, které kdy byly popsany (Gray a Carmichael, 1992).

Vznikly H202 je nasledné metabolizovan CAT, peroxidasami a piitomnymi
scavengery, které lze charakterizovat jako latky, jez se podili na odstranovani volnych
radikalt. U octomilky obecné (D. melanogaster) byly popsany 3 isoformy SOD.
Cytoplazmatickd SOD (Sodl) je enzym, ktery obsahuje Cu a Zn v aktivnim misté a je
lokalizovan v cytoplazmé a v  mezimembranovém prostoru  mitochondrii.
Mitochondrialni SOD (Sod2) vaze v aktivnim mist¢ Mn a je lokalizovana v matrix

mitochondrii. Tfeti SOD, oznac¢ovana jako extracelularni (Sod3), byla jako prvni identifi-

1,0 4 SOD 0, NO,
l o,
ROS -
1\10/\‘ / o N203
[ Ochrana - (GSH lv
[ xidativni stres ] Nitrosativoi
Peroxidace lipida [ stres ]
Hydroxylace . Tvorba nitrosaminu
Oxidace proteint Nitrosylace RSNOs
GSSG + NO,-

[ Vseobecny mechanismus detoxifikace RNS ]

Obr. 6 Vzajemné interakce mezi ROS a RNS (upraveno podle Wink a Mitchel, 1998).
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kovana pravé uoctomilky (Parker et al., 2004; Blackney et al., 2014). U vc¢el jsou
popsany pouze 2 isoformy SOD (Sodl a Sod2), jejichz exprese a aktivita zavisi na

intenzité stresovych podminek, kterym jsou véely vystaveny (Nikoli¢ et al., 2015).

CAT je klicovy antioxida¢ni enzym, ktery chrani organismus pied oxidativnim
stresem. CAT popsana u octomilky obecné (D. melanogaster) je tetramerni enzym, jehoz
kazda podjednotka ma hmotnost pfiblizn¢ 58 kDa. Enzym je nejvice aktivni ve tietim
instaru a béhem metamorfozy. U octomilky jsou dva geny kodujici proteiny s katalasovou
aktivitou. Gen CAT koduje intracelularni katalasu a gen immune-regulated catalase (IRC)
koduje sekrecni enzym s katalasovou aktivitou, jez hraje dilezitou roli ve stfevni imunité
octomilky (Ha et al., 2005). U v¢el se exprese CAT genu zvySuje v odpovédi na
ptitomnost tézkych kovu, ¢i jinych latek zneéist'ujicich zivotni prostredi (Nikoli¢ et al.,

2015).

2.3 Funkce NO a S-nitrosylace v imunité hmyzu a véel

Samostatné je hmyz pied patogeny chranén tiemi stupni vrozeného imunitniho systému.
Mimo tyto tii stupné se U hmyzich fadu blanok#idlych (Hymenoptera) a termita (Isoptera)
vyvinulo tzv. socialni chovani. Socialni chovani hmyzu chrani jedince i celé hmyzi

kolonie proti patogenam (Meunier, 2015).

Hlavnimi organy zapojenymi v hmyzi imunit¢ jsou hemocyty a tukové téleso.
V tukovém télese dochazi k expresi AMPs, které jsou ndsledné uvolnény do hemolymfy.
U octomilky obecné (D. melanogaster) bylo charakterizovano 7 AMPs, u vcel
(A. mellifera) byly charakterizovany 4 rodiny genti pro AMPs (abaecin, defensin,
apidaecin a hymenoptaecin). Vzhledem k nepfitomnost cév u hmyzu je krev
a intersticialni tekutina nerozliSitelnd a souhrnné jsou oznacovany jako hemolymfa.
Hemolymfa obsahuje hemocyty a usnadiuje transport zivin, odpadnich latek
a metaboliti. (Hoffmann, 1995; Tsakas a Marmaras, 2010).

Prvni stupen ochrany hmyzu pied patogeny ptedstavuji fyzické bariéry, které chrani
jedince pied pranikem infek¢nich a cizorodych latek. Dal§im stupném je poté bunécna
imunita, K jejiz aktivaci dochazi ihned po prichodu cizorodych latek do hmyziho téla.
V ramci tohoto stupné dochdzi k imunitnim reakcim jako je nodulace, zapouzdieni
a fagocytoza. Tieti stupeni hmyzi imunity piedstavuje humoralni imunita, ktera je
spusténa nejdiive hodinu po infekci a je tésné spojena s imunitou bunécnou. Humoralni

imunita se projevuje melanizaci, syntézou obrannych enzymt a AMPs (Rosales, 2011).
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Ke specifické imunitni odpovédi dochazi prostfednictvim mediatort, které vznikaji
po rozpoznani urcitého signalu specifickym receptorem. Podle chemického slozeni Ize
charakterizovat c¢tyfi skupiny mediatord, které zastavaji duleZitou roli v bunééné

I humoralni imunité hmyzu (Clark et al., 2004).

Prvni skupinou jsou cytokiny, mezi které patii protein unpaired (Upd) ze signalni
drahy, ktera zahrnuje receptory, Janusovy kinasy (JAK), pievodniky signalu a aktivatory
transkrip¢nich proteinit (STAT) (JAK/STAT; Janus kinase/ signal transducer and
activator of transcription proteins). Do prvni skupiny dale patii protein Spaetzle
ze signalni drahy Toll, plasmocyte-spreading peptid (PSP) a Edin. PSP je exprimovan
v hemocytech a tukovém télese jako prekurzor, ktery je nasledné st€pen na funkéni PSP.
PSP jeho vazbou na specificky receptor o velikosti 190 kDa ovliviiuje tvorbu panozek pti
adherenci hemocyti (Vanha-Aho et al., 2016).

Druhou skupinu imunitnich mediatort ptedstavuji monoaminy. Monoaminy ovliviiuji
tvorbu panozek pti adherenci hemocyti, fagocytéozu a nodulaci tim, Ze méni strukturu
bunék preusporadanim aktinového cytoskeletu. Monoaminy mohou dale aktivovat maly
G protein Racl, ¢imz dochazi ke zméné pfilnavosti hemocytii a k jejich preméné
z ptisedlych na cirkulaéni (Kim a Kim 2010). Tteti skupinu ptedstavuje NO, ktery se jako
mal4, membranou propustnd signalni molekula podili na humoralni i bunécné imunité.
U hmyzu NO reguluje imunitni odpovédi, ovliviiuje nachylnost k patogenim, bakteriim
a omezuje rozvoj parazitd (Sadekuzzaman et al., 2018). Ctvrtd skupina hmyzich
imunitnich mediatort zahrnuje eikosanoidy, které lze charakterizovat jako skupinu
oxidovanych dvacetiuhlikatych nenasycenych mastnych kyselin. Eikosanoidy nejcastéji
vznikaji z arachidonové kyseliny enzymovou ¢innosti cyklooxygenasy (EC 1.14.99.1),
lipoxygenasy (EC 1.13.11) a epoxygenasy (EC 1.11.2.3). Arachidonova kyselina vznika
katalytickou aktivitou fosfolipasy 2 (PLAz, EC 3.1.1.4; Dennis et al., 2011). V ramci
bakterialni infekce eikosanoidy mobilizuji pfisedlé hemocyty a podili se na jejich Sifeni
do mista infekce. V misté infekce se eikosanoidy podili na fagocytdze, nodulaci
a enkapsulaci v zavislosti na typu patogenu (Carton et al., 2002; Shrestha a Kim, 2007).
Eikosanoidy se dale podili na expresi AMPs. Hwang et al., (2013) uvadi, ze pokles tvorby

eikosanoidtl v odpovédi na inhibici enzymu PLA; vede k poklesu tvorby AMPs.
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2.3.1 Signalni drahy zapojené v imunité hmyzu

Signalnim draham ptedchazi specifické rozpoznani signalu skrze urcity receptor.
Receptory rozpoznavaji specifické vzory, jez se souhrnné oznacuji jako molekularni
vzory spojené s patogeny (PAMPs; pathogen-associated molecular patterns; Medzhitov
a Janeway, 1997). Receptory jsou lokalizovany na povrchu plazmatické membrany bunék
v tukovém té€lese a hemocytech, popiipadé jsou rozpuStény v hemolymfé. Latky
syntetizované mikroorganismy se nasledné na tyto receptory vazou a spousti naslednou
signalni kaskadu vedouci kurcité odpovédi. Mezi nejcastéjsi PAMPS patii LPS
gramnegativnich bakterii, kyselina lipoteichoova, peptidoglykany grampozitivnich
bakterii a fungalni p-1,3-glukany (Nappi et al., 2000). U octomilky obecné
(D. melanogaster) a v¢ely medonosné (A. mellifera) byly popsany ¢tyfi signalni drahy,
k jejichz aktivaci dochazi v odpovédi na PAMPs (Evans et al., 2006). Signalni drahy
zapojené v induktivni obran¢ hostitele se nazyvaji Toll, Imd, JAK/STAT a JNK (Obr.7).

Véeli JAK/STAT signédlni dréha postradd unpaired (Upd) ligand v porovnani
se stejnou drahou popsanou u octomilky obecné (D. melanogaster), nicméné piitomnost
JAK/STAT cytokinového receptoru domeless a vSech ostatnich slozek této signalni drahy
naznacuje, ze JAK/STAT signalni drdha je u vcel funkcni, ale je spusténa dosud

neznamym ligandem (Evans et al., 2006; Brutscher et al., 2015).

houby Grampozitivni Gramnegativni
@ @ bakterie bakterie
iy @ 4
\ / viry
JAK/STAT ~Neznamy ligand Spaetzle \ ’A{Peptidgglykan
domeless Toll || 11 Toll receptor Imd V
opscotch (JAK PRGP
P (JAK) le\/I%DSS Imd
ube
Stat92E (STAT) BG4
Pelle Dredd —bgTAK 1
TAB 2/3
{ KK
J IKK-a/b
v
‘ Cactus (IkB) oeoe Cactus (IkB)

Dorsal (NF-xB) Relish(NF-«xB)

Exprese AMPs (abaecin, apidaecin,
hymenoptaecin, defensiny)

Cytoplasma/

Obr. 7 Signalni drahy zapojené v imunit¢ hmyzu, aktivované v odpovédi na piitomnost
molekularnich vzora spojenych s patogeny (PAMPS) (upraveno podle Brutscher et al.,
2015).
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2.3.1.1 Signalni draha Toll

Signalni draha Toll je zapojena v obrané proti grampozitivnim bakteriim a houbam. Toll
a Toll podobné receptory (TLRs; Toll-like receptors) jsou transmembranové signalni
proteiny, které hraji klicovou roli v hmyzi imunité a v hmyzim vyvoji. Jedna se o ortology
savéich TLRs a vSechny jsou zapojeny v hmyzi imunité (Beutler, 2004). U octomilky
obecné (D. melanogaster) je signalni draha Toll aktivovana, jakmile se signalni protein
Spaetzle navaze na extracelularni doménu transmembranového Toll receptoru. Genom
octomilky koduje rodinu Sesti Spaetzle molekul, které nasledné¢ funguji jako ligandy
deviti TLRs (Parker etal.,, 2001). Nasledn¢ dochazi ke konforma¢nim zménam
aktivované¢ho receptoru anékolik proteini poté vytvari receptorovy komplex.
Aktivovany receptorovy komplex vede k degradaci inhibitoru NF-xB (IkB) zvaného
Cactus, ¢imz dochazi k jaderné translokaci transkripéniho faktoru NF-xB Dorsal a k

nasledné expresi geni AMPs (Royet et al., 2005).

Signalni draha Toll (Obr. 8) je u v¢el aktivovana rodinou receptorti rozpoznavajicich
patogen (PRRs; pattern recognition receptors), na které se vazou fungalni a bakterialni
PAMPs. Navazani PAMPs vede k tvorbé Spaetzle. Aktivace a tvorba dimeru Toll
receptoru vede k navazani proteini dMyD88, Tube a Pelle. Protein Pelle zptsobi
degradaci IkB (Cactus-1, Cactus-2, Cactus-3), ¢imz nasledné¢ dojde k uvolnéni
transkripénich faktori (Dorsal-1A a Dorsal-1B). Jaderna translokace Dorsal vede
K expresi AMPs a melanizaci. Mezi exprimované AMPs patii abaecin, apidaecin,
apisimin, defensin-1, defensin-2 a hymenoptaecin (Evans et al., 2006; McMenamin et al.,
2018).

Spaetzle

Toll receptor
dMyD88

g%&lﬁ%(:acms (IxB)

Dorsal (NF-kB)

]
Cytoplasma/

Obr. 8 Schéma signalni drahy Toll vedouci k tvorbé antimikrobialniho peptidu defensinu
(upraveno podle McMenamin et al., 2018).
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2.3.1.1.1 S-nitrosylace a signalni draha Toll

Signalni drahu Toll 1ze dale aktivovat rozs§tépenim serinové proteasy Persephone (PSH)
pomoci bakterialnich a fungalnich faktorti. Signalni drahu lze také aktivovat endogennimi
molekularnimi vzory spojenymi s poskozenim (DAMPs; damage associated molecular
patterns), které jsou pfitomny v hemolymf¢ apopticky deficientnich mutantnich larev
octomilky obecné (Ming et al., 2014). Aktivovany Spaetzle zpracujici enzym (SPE;
Spaetzle-processing enzym) Stepi prekurzor pro-Spaetzle na funkéni ligand Spaetzle,
jez nasledné aktivuje Toll receptor (Jang et al., 2006). Homem (2015) potvrdil hypotézu,
ze S-nitrosylace PSH a SPE je duleZity proces V ramci imunitni odpovédi octomilky

obecné vuéi houb¢ Beauveria bassiana (Obr. 9).

PSH ma velikost 42,5 kDa, obsahuje 394 aminokyselin a je slozen ze signalniho
peptidu (rezidua 1-22), CLIP domény (rezidua 23-143) a serinové proteasové domény
(rezidua 144-394). Protein je sekretovan do hemolymfy jako zymogen, a pro svou
funkénost vyzaduje proteolytickou aktivitu. Ke Stépeni dochazi mezi H143 a 1144
proteasou sekretovanou patogeny, nebo proteasou spojenou s bunéénym poskozenim.
PSH obsahuje 17 cysteinovych rezidui, pfi¢emz k S-nitrosylaci dochazi na cysteinu 254,
ktery misto strukturni funkce zastava funkci regulacni a nepiedpoklada se u néj tvorba
disulfidového mustku. Cystein 324 tvoii disulfidovy mustek s cysteinem 300 podobné
jako cystein 111 s cysteinem 243 (Homem, 2015). Jakmile dojde k aktivaci PSH, spusti

se proteasova kaskada vedouci k aktivaci Spaetzle proteinu, ktery funguje jako ligand sig-

DAMPs
Virulentni faktory

PSH B-1-3-glukany (houby)

l Peptidoglykany (G™ bakterie)
SPE/

l Signalni kaskada
Pro-Spaetzle
C Spaetzle +.

Dorsal (NF-
| Exprese AMPs

Hemolymfa

\ Toll receptor

Jadro

Tukova bunka

Obr. 9 Funkce PSH a SPE v ramci signalni drahy Toll octomilky obecné (D. melanogaster). SPE
je aktivovan fungalni ¢i bakterialni infekci, PSH je aktivovan patogennimi proteasami.
Ob¢ cesty vedou k tvorbé aktivniho Spaetzle proteinu a k aktivaci signalni drahy Toll,
signalni draha vede k expresi AMPs (upraveno podle Homem, 2015).
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nalni drahy Toll, jez je zakoncena tvorbou AMPs (Ligoxygakis et al., 2002; EI Chamy
et al., 2008; Ming et al., 2014)

Cilem S-nitrosylace byl dale potvrzen SPE, ktery je aktivovan v odpovédi na fungalni
¢i bakterialni infekci. V cytoplazmé octomilky obecné (D. melanogaster) jsou PSH a SPE
ptitomny jako monomery, oligomery a intermediaty spojené disulfidovym mustkem.
Pomér je ovlivnén jak redoxnim stavem prostiedi, tak koncentraci RSNOs. Dojde-li
k napadeni organismu patogeny, vznikaji monomery, které indukuji imunitni odpovéd’
nasledovanou zvysenim hladiny RSNOs. Vyssi hladiny RSNOs indukuji oligomerizaci
SPE a PSH, ¢imz dochazi k regulaci imunitni odpovédi (Homem, 2015).

2.3.1.2 Signalni draha Imd

Signalni draha Imd je zapojena pouze v imunitni odpovédi a neovlivituje hmyzi vyvoj
(Hultmark, 2003). U octomilky obecné (D. melanogaster) je signalni draha Imd
indukovana primarné gramnegativnimi bakteriemi, podobn¢ silnou indukci vyvolavaji
také grampozitivni bakterie s peptidoglykany obsahujici kyselinu diaminopimelovou.
Slabsi imunitni odpovéd’ indukuji také houby. Pfi¢inou této Siroké specificnosti jsou tii
rizné moznosti sestithu proteinu  rozpoznavajiciho peptidoglykany (PGRP,
peptidoglycan recognition proteins; Hultmark, 2003; Werner et al., 2003). U octomilky
obecné (D. melanogaster) tato draha aktivuje nejen Relish protein, ale i komponenty
zapojené v signalni draze JNK, které by mohly slouZit jako pozitivni a negativni
zpétnovazebna smycka. VSechny tyto komponenty byly identifikovany také ve véelim

genomu (Boutros et al., 2002; Evans et al., 2006; Brutscher et al., 2015).

U véel (A. mellifera) je signalni draha Imd (Obr. 10) spusténa aktivaci PGRP. Aktivace

v Peptidoglykan

/ tma ||| PRGP \
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Dredd

TAK 1

TAB 2/3
IKK g
IKK-a/b

m Cactus (IxB)

Relish(NF-xB)
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—
hymenoptaecin

k Cytoplasma /

Obr. 10 Schéma signalni drahy Imd u véely medonosné (A. mellifera), ktera vede K tvorbé
hymenoptaecinu (upraveno podle McMenamin et al., 2018).

23



receptoru je spusténa vazbou peptidoglykanu, ktery obsahuje kyselinu diaminopimelovou
a je programnegativni bakterie charakteristicky. Nasledné¢ dochazi k aktivaci
adaptorového proteinu Imd a k fosforylaci proteinu Relish prostrednictvim IxB kinasy
(IKK; EC 2.7.11.10). Nasledné odstépeni proteinu Relish od proteinu Cactus probiha diky
kaspase zvané Death related ced-3/Nedd2-like (Dredd; EC 3.4.22). Uvolnény Relish
nasledn¢ ovliviiuje expresi AMPS a genii zapojenych v obrané hostitele. Vedle popsaného
mechanismu mohou komponenty signalni drahy Imd aktivovat signalni drahu JNK.
Signalni draha JNK je aktivovana kinasou aktivovanou transformujicim rdstovym
faktorem 1 (TAK 1; transforming growth factor-activated kinase) a proteiny 2 a 3 vazajici
se k TAK (TAK binding protein 2 a 3; TAB 2 a 3). Signalni draha vede k expresi AMPs,
popiipadé k apoptoze (McMenamin et al., 2018).

2.3.1.3 Propojeni NO se signalni drahou Toll a Imd
Signalni drahy Toll a Imd indukuji expresi NOS a gentt AMPS. Prostfednictvim NOS poté

vznikda nadmérné mnozstvi NO, které aktivuje PLA.. Aktivovanou PLA: vznikaji
eikosanoidy, jez indukuji bunéénou imunitni odpovéd’ tvorbou noduld. Eikosanoidy dale
funguji jako sekundérni efektory zvysujici mnozstvi AMPS, jez vznikaji prostfednictvim
signalnich drah Toll a Imd. Mechanismus, kterym eikosanoidy aktivuji expresi AMPs
neni zndm, nicmén€ bylo zjiSténo, Ze inhibice PLA2 u octomilky obecné
(D. melanogaster) vede k supresi obou signalnich drah (Hyrsl et al., 2011; Sadekuzzaman
a Kim, 2018).
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2.3.1.4 Signalni draha JAK/STAT

Signalni draha JAK/STAT pfispiva k vrozené imunité tim, ze indukuje faktory podobné
komplementu a zpisobuje nadmérnou proliferaci hemocytii. U modelového organismu
octomilky obecné (D. melanogaster) funguje glykosylovany protein Upd jako ligand
signalni drahy JAK/STAT. Aktivace vede k fagocyt6ze hemocytu, dale byla u octomilky

potvrzena tloha této drahy v ramci antiviralni odpovédi (Dostert et al., 2005).

Signalni draha JAK/STAT u v¢el (Obr. 11) zahrnuje cytokinovy receptor domeless,
JAK tyrosinkinasu (EC 2.7.10.2), transkrip¢ni faktor STAT92E a 2 negativni regulatory
SOCS a PIAS. U v¢el, i pies absenci ligandu Upd, ptitomnost receptoru a dalSich
komponent JAK/STAT signalni drahy naznacuje, ze draha plni signalni funkci a vede
k aktivaci vc¢eliho imunitniho systému podobné, jako napi. u octomilky. Ligand
odpovidajici proteinu Upd vSak nebyl u vcel detekovan (Boutros et al., 2002; Brutscher
et al., 2015; McMenamin et al., 2018).

2.3.2 Funkce NO a RNS v hmyzim imunitnim systému

NO v imunitnim systému hmyzu funguje jako signalni a cytotoxicka molekula. Po
vystaveni organismu patogentim se zvysuje koncentrace NO diky vyssi aktivit¢ enzymu
NOS. Enzym je v ramci imunitniho systému octomilky obecné (D. melanogaster)
lokalizovan v hemocytech a stfevu. Nadprodukce NO vede k tvorbé ROS a RNS, které
nasledn¢ inhibuji enzymy a poskozuji DNA. NO jako signalni molekula zprosttedkovava
imunitni odpovédi v ramci bunétné a humoralni imunity hmyzu (Negri et al., 2017;
Sadekuzzaman a Kim, 2018).

- Neznamy ligand

domeless

/ i iopscotch (JAK) \
Stat92E (STAT)

('ymplzmm/

Obr. 11 Schéma signalni drahy JAK/STAT u v¢ely medonosné (upraveno podle McMenamin
et al., 2018).
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NO déle indukuje expresi AMPs v tukovém télese a hemocytech prostfednictvim
signalnich drah Toll a Imd. Nové poznatky naznacuji, ze NO vede k tvorbé eikosanoidi,
které nasledné zvysuji mnozstvi exprimovanych AMPS témito drahami. Dnes vSak neni
znamo, jakym mechanismem eikosanoidy expresi AMPs aktivuji. NO u octomilky
obecné (D. melanogaster) vodpovédi na pfitomnost gramnegativnich bakterii
indukuje expresi antimikrobialniho peptidu diptericinu skrze signalni drahu Imd (Foley
a O'Farrell, 2003; McGettigan et al., 2005; Sadekuzzaman a Kim, 2018).

2.3.3 Vceli imunitni systém

Véeli kolonie 1ze charakterizovat jako relativné homeostaticky celek s vysokou €etnosti
jedincti a vysokym obsahem zivin. Diky témto vlastnostem vcelstva piedstavuji atraktivni
cil pro rtizné infekéni agens. Vcela medonosna (A. mellifera) je béhem svého Zivota
ohrozZena fadou patogennich a saprofytickych mikroorganismi (viry, houby a bakterie),
parazitu (larvy Senotainia tricuspis), parazitickych rozto¢u (Acarapis woodi, Varroa.
destructor) a prvoki. V¢ela ma v ramci odpovédi na infekei ¢i poranéni vyvinuto Siroké

spektrum obrannych mechanismu (Glinski a Jarosz, 2001; Rosales, 2011).

Prvotni a velmi dilezity obranny mechanismus pifedstavuje vceli anatomicka
a fyzikalni bariéra, ktera je tvofena stfevem, pokozkou a trachealnim systémem. Tato
bariéra brani pronikdni mikrobialnim narusitelim do hemolymfy (Dunn, 1986; Glinski
a Jarosz, 2001). Mimo fyzikalni bariéru byly ve véelim stievu identifikovany symbiotické
bakteridlni kultury, které mohou inhibovat rist nékterych mikroorganismii (Kwong
a Moran, 2016). Ihned po priniku cizorodych latek do véeliho téla dojde v coelomické
dutiné v¢el k aktivaci vnitinich imunitnich odpovédi, které jsou doprovazeny nodulaci,
zapouzdienim a fagocyt6zou. Nasledné hodinu po infekci je spusStén treti stupen vceli
imunity, ktery pfedstavuje humoralni imunita, jeZ se projevuje melanizaci, syntézou

obrannych enzymu a gentt AMPSs (Glinski a Jarosz, 2001; Rosales, 2011).

Veéely, jakoZto zastupci socialniho hmyzu, vyuZzivaji vedle invidualniho imunitniho
systému dalsi strategie socialni imunity, které chrani je a celé véelstvo proti titoktiim
patogenil. Mezi tyto obranné strategie socialniho hmyzu patii napf. grooming,
odstranovani infikovanych larev a tvorba hnizd z antimikrobidlnich materiala (Evans

et al., 2006; Natsopoulou et al., 2016).
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2.3.3.1 Funkce NO a RNS ve véelim imunitnim systému

Védecké prace zabyvajici se funkci NO v imunitnim systému hmyzu jsou vétSinou
zaméfeny na modelovy hmyzi organismus octomilku obecnou, i presto jiz bylo
publikovano nekolik ¢lankd, které se danou problematikou zabyvaji pravé u véel. Mimo
problematiku NO v imunitnim systému vcel bylo publikovano dostate¢né mnozstvi
¢lankd, zabyvajicich se tlohou NO ve vceli paméti. NO v ramci vceliho nervového

systému funguje jako neurotransmiter a podili se na procesu u¢eni (Negri et al., 2017).

NO jako soucast imunitniho systému vcel vznika enzymové ¢innosti NOS ve vcelich
hemocytech, stfevu a tukovém télese, jako odpovéd’ na piitomnost bakterialnich LPS.
Negri et al., (2013) prokazali alohu NO Vv prvnich krocich aktivace v¢eliho imunitniho
systému, dale autofi popsali i¢ast NO na procesu tvorby panozek pii adherenci hemocytu,
kterého se ticastni jiz dfive popsané Ca?* ionty a eikosanoidy (Tojo et al., 2000). Negri
etal., (2014) dale prokazali ulohu NO V hojeni ran zpusobenych po napadeni vcelich
larev parazitickym rozto¢em V. destructor. Dale bylo zjisténo, Ze na procesu migrace
hemocytd se podili také kyselina abscisova (ABA). ABA je fytohormon, ktery reguluje
zakladni fyziologické funkce rostlin. Piitomnost ABA byla potvrzena v nektaru, medu
a u dospelych veel. ABA vedle siteni hemocytt zlepsuje hojeni ran u larev napadenych
parazitickym roztoc¢em V. destructor, zvysuje aktivitu fenoloxidasy (EC 1.14.18.1),
chladovou toleranci v¢el a pravdépodobné i mnozstvi vzniklého NO. Piedpoklada se, Ze
ABA hraje ve v¢elim imunitnim systému stejné dulezitou roli jako NO (Obr. 12; Negri
et al., 2015; Negri et al., 2017).
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druhii v hemolymfé e
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V. destructor — [0 Invaze do h

1 N \*\
Nylonové Bakterie V. destructor Zvyseni mnozstvi granulocyti
vldkno
(Nylonové vlakno)
Nylonové vlskno —»Poranéni —— ROZPOZNani neviastnich signalii a Aktivace imunity o -®
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Obr. 12 Schéma funkci NO a ABA ve v¢elim imunitnim systému. PIné ¢ary odpovidaji stresovym
a bunéénym odpovédim potvrzenym literaturou. TecCkované ¢ary predstavuji
pravdépodobné vztahy mezi stresovymi a bunéénymi odpovéd'mi (upraveno podle Negri
et al., 2016).
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2.4 Metody analyzy NOS a GSNOR

Oba enzymy zapojené v metabolismu NO Ize analyzovat prostiednictvim biochemickych
a molekularné biologickych metod. Enzymy piedstavuji klicovou slozku v metabolismu
RNS. Enzymy se u hmyzu podili na signalizaci prostfednictvim NO a hraji klicovou roli
pii aktivaci imunitniho systému hmyzu (Homem, 2015; Negri et al., 2017). V ramci
biochemickych metod se jedna o lokalizaci, nebo o stanoveni aktivity danych enzymu.

Metodami molekuldrni biologie 1ze naopak studovat expresi ptrislusnych gent.

2.4.1 Biochemické metody analyzy NOS a GSNOR

Aktivitu enzymu GSNOR Ize méfit spektrofotometricky pti 340 nm a teploté 25 °C.
Principem této metody je oxidace NADH na NAD* (Obr. 13). V pribéhu reakce se méfi
pokles absorbance pii 340 nm, ktery odpovida tbytku koncentrace NADH (Kubienova
etal., 2016). Pii pouziti S-(hydroxymethyl)glutathionu jako substratu lze mé&fit
dehydrogenasovou aktivitu GSNOR. Béhem reakce dochazi k oxidaci substratu
ak tvorbé NADH, tudiz i Knarustu absorbance pifi 340 nm. Dale lze detekovat
dehydrogenasovou aktivitu GSNOR pomoci elektronovych akceptord, jako je napf.
nitrotetrazoliova modi (NBT). Stanoveni probiha na gelu, pfi¢emz principem metody je
redukce NBT za tvorby nerozpustného modrého formazanu v misté vyskytu GSNOR.
Fluorescen¢ni metodou lze na gelu za nativnich podminek méfit reduktasovou aktivitu
GSNOR. NADH se béhem reakce spotiebovava, nasledné jsou detekovany tmavé skvrny
na svétlém pozadi. K excitaci NADH dochazi pfi 340 nm a k emisi pii 460 nm. Vyhodou
detekce GSNOR na gelech je, ze v gelu nejsou ptitomné nizkomolekularni latky, které
byly v pivodnim extraktu a rusili spektrofotometrickou metodu. Spektrofotometricka
metoda je naopak snazsi, rychlejsi a levnéjsi (Kubienova et al., 2013; Kubienova et al.,
2016).
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Obr. 13 Princip metody méfeni aktivity GSNOR pii 340 nm. V prubéhu reakce dochazi k oxidaci
NADH na NAD™ a k tvorbé nestabilniho intermediatu N-hydroxysulfinamidu (GSNHOH)
(upraveno podle Kubienova et al., 2013).
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K analyze NO v biologickych vzorcich bylo pospano jiz mnoho metod, napt. metoda
vyuzivajici  oxyHb, chemiluminiscenéni metoda, hmotnostni spektrometrie

a amperometrickd metoda vyuzivajici selektivni elektrodu pro NO.

Pro fluorescen¢ni detekci NO se pouzivaji derivaty odvozené od fluoresceinu zvané
diaminofluoresceiny ~ (DAF).  Nejcast&ji se pro detekci NO  vyuziva
4,5-diaminofluorescein (DAF-2). Reakce mezi oxida¢nim produktem NO a DAF-2 vede
k tvorbé vysoce fluorescen¢niho derivatu 4,5-diaminofluoresceintriazolu (DAF-2T). Pro
intracelularni detekci NO Ize pouzit derivat DAF-2, napt. DAF-2 diacetat (DAF-2 DA),
ktery je po pruniku do bunék hydrolyzovan intracelularnimi esterasami na DAF-2.
Detekéni limit DAF-2 DA pro NO je 5 nmol 1" a vyhodou je, Ze intenzita fluorescence je

nezavisla na pH (Planchet a Kaiser, 2006).

Vedle fluorescencni detekce NO s vyuzitim DAF-2 lze dale vyuZzit tzv.
chemiluminiscenéni metodu analyzy NO. Metodou lze stanovit nizké (fyziologické)
koncentrace NO nizs§i nez 1 nmol-17?, které nelze stanovit DAF-2. Principem metody
je reakce NO s Os za vzniku excitovaného oxidu dusi¢itého (NO2"), ktery pfi rozpadu
emituje svétlo (foton). Foton poté dopada na fotodetektor. Nejvétsi vyhoda metody je jeji

méfici rozsah a vysoka selektivita (Planchet a Kaiser, 2006).

Aktivitu enzymu NOS lze méfit spektrofotometricky pii 401 nm, principem metody je
konverze oxyHb na metHb. Metoda byla prvné popsana v roce 1987, nasledné byla
modifikovana pro méfeni jak in vitro, tak in vivo. Dale byly popsany inhibitory NOS
jako L-NAME a L-NNA. Limit metody je 20 pmol-min™ na 1 g tkané (Salter a Knowles,
1998).

Koncentraci metaboliti NO (NO2" a NO3), Ize stanovit prostiednictvim Griessovy
metody, popsanou Johanem Peterem Griessem v roce 1897. Po dobu jednoho staleti byla
Griessova reakce pouzivana vyhradné k detekci bakterialni infekce v urogenitalnim
traktu. Jakmile byla v roce 1987 objevena funkce NO jako signalni molekuly, zacala
se Griessova metoda pouzivat pro kvantifikaci metabolith NO Vv riznych télnich
tekutinach (napf. krev a moc). Principem této metody je stanoveni koncentrace NO2
a NOgz, které vznikaji reakci NO s O2a O2". Metodou Ize stanovit pouze NO2", tudiz NOs
je nutno nejprve zredukovat na NO2 reduk¢nim ¢inidlem. NOz reaguji za kyselych

podminek se sulfanilovou kyselinou za vzniku diazoniového kationtu, ktery nasledné
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reaguje s 1-naftylaminem za tvorby cerveno-fialového azobarviva s absorpénim

maximem pti 540 nm. Limit detekce metody je 125 pmol-1* (Tsikas, 2007).

2.4.2 Molekularné biologické metody analyzy NOS a GSNOR

Polymerazova tetézova reakce (PCR) pfedstavuje jednu z nejpouzivangjSich metod
molekularni biologie. Metoda byla objevena Kary Mullisem v roce 1983, ktery byl
za dany objev ocenén Nobelovou cenou (Mullis et al., 1986). Principem metody je
zmnozeni (amplifikace) uré¢ité ¢asti molekuly DNA in vitro. K amplifikaci dochazi béhem
PCR cyklu, ktery zahrnuje 3 kroky: denaturace dvouvlaknové DNA (dsSDNA); navazani
primeru k jednovlaknové DNA (ssSDNA); prodlouzeni. Vétsinou se cyklus opakuje 40x
(Pfaffl, 2004).

Jednou z moznych variant PCR je Real-Time PCR (gPCR), které kvantifikuje
mnozstvi DNA ¢ RNA ve vzorku. Kvantifikace je mozna diky detekci mnozstvi
amplifikovaného produktu v realném case. Pro detekci se vyuzivaji fluorescenéni proby
a barviva schopné se vazat na DNA. Vysledna hladina fluorescence je nakonec zachycena
detektorem. V ramci diplomové prace bylo jako interkalatni DNA barvivo pouzito
SYBR® Green I, které se po navazani na dsDNA stava siln€ fluorescenc¢ni, S maximalni
excitaci pfi 497 nm a emisi pti 520 nm. Jedna se o nespecifické cyaninové barvivo, které
obsahuje 2 odlisné heterocyklické kruhy (Obr. 14). Barvivo se pouziva pro kvantifikaci
genové exprese, gelovou elektroforézu, pritokovou cytometrii a fluorescenéni
mikroskopii (Mackay et al., 2002; Zipper et al., 2004). Expresi vybranych gent (GOI)
lze relativné kvantifikovat vic¢i provoznim genim (tzv. ,housekeeping geny“, HKG)
z divodu, ze exprese HKG se vcéase a ruznych podminkach neméni. Mezi
nejpouzivanéjsi HKG patii f-aktin, elongacéni faktor-1a (EF-1a) a tubulin (Pfaffl, 2001).
Pro dané vyhodnoceni je dulezitd hodnota Ct (z anglického vyrazu cycle of treshold),
ktera odpovida cyklu, pfi kterém fluorescence generovana béhem reakce prekroci

fluorescenéni prahovou hodnotu (Bustin a Nolan, 2004).

Obr. 14 Vzorec fluorescenéniho barviva SYBR® Green I (pievzato ze Zipper et al., 2004).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Pouzité kity

Agencourt RNAclean XP (Beckman Coulter, USA); RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen,

Némecko); Syber® Select Master Mix (Life Technologies, USA); Transcriptor High
Fidelity Kit (Roche, Svycarsko).

3.1.2 Chemikalie
Bioline (Anglie): HyperLadder™ 50bp.

Bio-Rad (USA): Coomasie Brilliant Blue G250.
Lachema (Ceska republika): hydroxid draselny; chlorid sodny.

Lach-Ner (Ceska republika): aceton; ethanol; formaldehyd; glycerol; kyselina

chlorovodikova; methanol.
Promega (USA): 6x blue loading dye.
Serva (Némecko): Katalasa z hovézich jater.

Sigma-Aldrich (USA): agarosa; DTT; dihydrogenfosfore¢nan draselny; dusi¢nan sodny;
dusitan sodny; EDTA; glycin; glycerol; HEPES; hovézi sérovy albumin (BSA);
hydrogenfosfore¢nan draselny; jodid sodny; 85% kyselina fosforec¢nd; ledova kyselina

octova.

3.1.3 Biologicky material

3.1.3.1 Véela medonosna

Dospélci a larvy véely medonosné kranské (A. mellifera carnica) byly poskytnuty Mgr.
Jitim Danihlikem, Ph.D z Katedry biochemie PiF UPOL. Jednodenni larvy byly odebrany
96-jamkové mikrodesticky, ve které byly 7 dni krmeny matefi kasi¢kou (skupina
kontrola). Dalsi skupiny byly krmeny matefi kasSickou, obsahujici 15, 150 a 1500 spor
bakterie P. larvae ve 20 ul mateti kaSicky. Vzorky byly podle po¢tu spor rozdéleny do
experimentalnich skupin (15, 150 a 1500), ptficemz kazda skupina obsahovala 72 takto
oSetfenych larev. Po 7 dnech byly larvy v mikrodestiCkach umistény do mrazaku

pti teploté -80 °C. Metodika piipravy krmiva byla pouzita dle Gregorc a Ellis (2011).
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Umrtnost byla stanovena podle velikosti larev v destiéce. Larvy, které nebyly v matefi

kasicce témér viditelné a nedoslo k jejich rustu byly povazovany za mrtvé.

Dospélé vcely (A. mellifera carnica) pochazely z Pokusného vcelina Kyvalka
Vyzkumného ustavu vcelaiského. Tyto vcely byly 1. den zaizolovany do ramka
pro vylihnuti mladusek. Po vylihnuti byly 3. den mladusky oznaceny bilou barvou
na hrudi. Oznacené véely byly vraceny zpét do tulu, kde Zily 10 dni pfi normalnich
podminkach (do 13. dne). Tfinacty den byly vcely rozdéleny do 4 skupin: 1) véely, které
byly uspany CO; a nasledné zmrazZeny pii teploté -80 °C (skupina COy); 2) v¢ely, které
byly uspany CO2, poté jim bylo pod kutikulu vpichnuto 5 pl sterilniho roztoku
fosfatového pufru (PBS) a nasledné byly tyto veely zamraZeny pfi teploté -80 °C (skupina
PBS); 3) vcely, které byly uspany COg, poté jim bylo pod kutikulu vpichnuto 5 pl
bakterialni suspenze P. larvae a E. coli v PBS o koncentraci 1-10° bunék v 1 ml suspenze.
Véely z této skupiny byly po dobu 24 hodin drzeny v inkubatoru pii teploté 35 °C
v plastovych klickach. Po této dob& byly vcely usmrceny mrazem a uchovany pfi
teploté -80 °C (skupina bakterie); 4) véely, které byly pouze zamrazeny pii teploté -80 °C
(kontrola). Experiment a ptepis izolované RNA vzorkd do cDNA reverzni transkriptasou
provadél Mgr. Jiti Danihlik, Ph.D v roce 2018. V<¢ely, které nebyly pouzity pro izolaci
RNA, byly pouZity pro méfeni aktivit NOS a GSNOR.

Pro méfeni aktivity NOS a stanoveni koncentrace NO2™ a NOs™ byl pouzit dalsi vzorek
véel. Jednalo se o dospé€lé veely (A. mellifera carnica), které byly krmeny Vv klickovém
pokusu v laboratornich podminkach: 1) pouze sacharosou; 2) sacharosou a LPS (skupina
Sach + LPS); 3) sacharosou, LPS a aminokyselinami (skupina Sach + LPS +AMK).
AMK byly ptidany k roztoku sacharosy tak, aby jejich kone¢na koncentrace byla
10 mmol-I*%. Jednalo se o tyto AMK: Tyr, Phe, Leu, lle, His, Met, Val, Thr, Arg a Lys.
Dany roztok byl ptipraven podle Paoli et al., 2014. Roztok obsahujici LPS byl pfipraven
tak, e k 5 ml roztoku obsahujiciho sacharosu a AMK o koncentraci 10 mmol-I* byl
pfiddn 1 mg LPS tak, aby vysledna koncentrace LPS v roztocich byla 200 pg-ml* (Negri
etal., 2017). Tyto v¢ely mi byly poskytnuty jiz ve zmrazeném stavu. Popsany experiment
provadél Mgr. Jifi Danihlik, Ph.D v roce 2017.

3.2 Pristrojové vybaveni

Analytické¢ vahy (Sartorius, Némecko); automatické pipety (Eppendorf, Némecko);
CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio Rad, USA); chlazena centrifuga
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5415R (Eppendorf, Némecko); digitalni pH metr (InoLab pH levell, Némecko); digitalni
predvazky (KERN, Némecko); Elektroforeticky systém Mini PROTEAN Tetra Cell
(Bio Rad, USA); elektromagnetickda micha¢ka (IKA, Némecko); Flowbox Bioban
(SterilSafe, Italie); Inkubator EN 120 (Niive, Turecko); magneticky stojanek;
mikrodestickovy reader Synergy-HT (Bio-Tek, USA); mikrodesticky Test plate 96F
(TPP, Svycarsko); minicentrifuga MCF 2360 (Vitrum, Ceska republika); NO analyzator
Eco Physics CLD88 etNO (ECO PHYSICS, Svycarsko); PCR termocykler (Eppendorf,
Némecko); spektrofotometr BioSpec-nano (Shimadzu, USA); termostat (Grant, UK);
ttepacka VXR basic (IKA, Némecko); vortex mixer (Stuart, UK); zdroj pro elektroforézu
PowerPacTM 300 (Bio-Rad, USA).

3.3 Experimentalni metody
3.3.1 Extrakce vzorki

3.3.1.1 Extrakce vzorki pro stanoveni NO2 a NOsz

Vzorky byly homogenizovany ve vychlazené tieci misce s piskem podle Chandok et al.,
2003). Ke vzorku byl ptidan extrakéni pufr v poméru 2:1 (2 ml extrakéniho pufruna 1 g
vzorku). Extrakéni pufr byl piipraven ze zasobniho pufru (20 mmol-1? HEPES,
2 mmol-11 EDTA, 0,5% PVPP a 10% glycerol), ke kterému byl pfidan DTT (vysledna
koncentrace 2 mmol-1"t) a PMSF (vysledn4 koncentrace 2 mmol-1"t). Homogenizovany
extrakt byl centrifugovan 10 min pfi 16000 RPM a 4 °C. Supernatanty vzorkt byly

napipetovany do mikrozkumavek a uloZzeny v mrazicim boxu pfi teploté -20 °C.

3.3.1.2 Extrakce vzorkii pro méfeni aktivity NOS

Extrakéni postup byl pouzit jak pro spektrofotometrické stanoveni aktivity NOS, tak pro
stanoveni aktivity NOS pomoci NO analyzatoru. Zasobni pufr byl pfipraven pfiddnim
476 mg HEPES, 58 mg EDTA, 0,5 g PVPP a 10 g glycerolu do deionizované vody.
Vznikly roztok byl doplnén deionizovanou vodou na 100 ml. Tésn¢ pted extrakei bylo
k 10 ml zasobniho pufru pfidano 7,7 mg DTT, 4,8 mg AEBSF (pefabloc) a 10 ul
zasobniho roztoku aprotininu. Zasobni roztok aprotininu byl pfipraven rozpusténim 1 mg
aprotininu v 1 ml zasobniho pufru. Kone¢na koncentrace slozek v reakénim roztoku byla:
20 mmol-1* HEPES, 2 mmol-1* EDTA, 0,5% PVPP, 10% glycerol, 5 mmol-1* DTT,
2 mmol-1"t AEBSF a 0,153 mmol-1"* aprotinin.

Jednotlivé vzorky byly zvazeny a poté homogenizovany ve vychlazené tfeci misce,

kde byl k nim ptidan extrakéni pufr v poméru 2:1 (2 ml extrakéniho pufruna 1 g vzorku).
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Homogenizovany vzorek byl centrifugovan 10 min pii 16000 RPM a 4 °C. Supernatanty
extrakti vzorki byly pipetovany do mikrozkumavek a ulozeny v mrazicim boxu

pii teploté -20 °C.

3.3.1.3 Extrakce vzorkii pro méreni aktivity GSNOR

Pro extrakci byly pouzity celd vceli téla. K t€émto vcelam byl pfidan extrakéni pufr
(50 mmol-1 Tris-HCI, pH 7,5; 0,2% (v/v) Triton X-100; 2 mmol-1* DTT; 1 mmol-1*
(4-2-aminoethyl) benzenesulfonyl-fluorid-hydrochlorid (AEBSF)) v poméru 2:1 (2 ml
extrak¢éniho pufru na 1 g vzorku vcelich tél). Homogenizace probihala ve tfeci misce
vychlazené na ledu. Homogenizovany vzorek byl centrifugovan 10 min pii 16000 RPM
a 4 °C. Supernatanty vzorkl byly pipetovany do mikrozkumavek a ulozeny v mrazicim

boxu pfi teploté -20 °C.

3.3.2 Priprava Cinidel pro pouZzité metody

3.3.2.1 Priprava oxyhemoglobinu

OxyHb byl piipraven podle aplika¢niho listu firmy Sigma. Byl pfipraven 20 mmol-1*
fosfatovy pufr (pH 7,0) smichanim 12,3 g KoHPO4 a 7,7 g KH2PO4, navazka byla
doplnéna deionizovanou vodou do 1 1, nasledné bylo upraveno pH roztoku na hodnotu
7,0. Fosfatovym pufrem byla promyta kolona obsahujici Sephadex G-25. Dale bylo
na kolonu naneseno 300 mg dithioni¢nanu sodného rozpusténého ve 2 ml fosfatového
pufru. Po zateCeni roztoku byl na kolonu nanesen 1 ml fosfatového pufru. Po jeho zateceni
byl na kolonu nanesen roztok, ptipraveny rozpusténim 150 mg bovinniho hemoglobinu
v 5 ml fosfatového pufru. Poté kolonou prochazel fosfatovy pufr a byl zachycen syté rudy
eluat. Eluat byl 10 min probublavan vzduchem a poté byl umistén do dialyza¢niho stiivka,
ve kterém byl ponechan 8 hodin. Jako dialyza¢ni roztok byl pouZzit fosfatovy pufr.
Dialyzovany roztok byl rozpipetovan po 500 upl do mikrozkumavek a uchovan
Vv mrazicim boxu pii teploté¢ -20 °C. Koncentrace ptipraveného oxyHb byla stanovena
spektrofotometricky méfenim absorbance pii 560, 576 a 630 nm. Po odecteni absorbance
pii danych vinovych délkach byla koncentrace piipraveného oxyHb stanovena podle
vzorce: (1,013 As7g — 0,327 Aszo— 0,7353- Aseo)- 102. Vysledna koncentrace oxyHb byla

stanovena jako 12,36 umol 1",

3.3.2.2 Priprava S-nitrosoglutathionu

GSNO byl ptipraven podle ¢lanku Moore a Mani (2002). Navazka 614 mg glutathionu
(GSH) byla rozpusténa ve 3 ml 0,5 mol-1t HCI. Ke vzniklému roztoku bylo za stélého
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michani pfidano 138 mg NaNO». Vznikla reakéni smés byla ponechana 40 min na ledové
lazni za vzniku ¢ervené srazeniny. Srazenina byla nejprve odsata na Biichnerové nalevce
a poté byla promyta 2x 10 ml vychlazené deionizované vody, 2x 10 ml vychlazeného
acetonu a 2x 10 ml vychlazeného diethyletheru. Promyta sraZenina byla se$krabnuta
z filtra¢niho papiru na alobal a ponechana v exikatoru ve tm¢ pro vysuseni. Vysuseny
produkt byl uchovan v mrazicim boxu pii -20 °C. Bylo ptipraveno 258 mg GSNO. Reakci
by teoreticky mélo vzniknout 672 mg GSNO, tudiz vytézek reakce piedstavoval 38,5 %.

3.3.3 Spektrofotometrické metody

3.3.3.1 Stanoveni koncentrace proteinii metodou Bradforda

Principem metody je tvorba stabilniho komplexu, diky adsorpci barviva Coomasie
Brilliant Blue G250 na molekuly proteint v kyselém prostiedi. Zasobni roztok Coomasie
Brilliant Blue byl ptipraven rozpusténim 50 mg Coomassie Brilliant Blue G250 v 50 ml
85% kyseliny fosfore¢né a ve 25 ml methanolu. Roztok byl doplnén do 100 ml
deionizovanou vodou. Pracovni roztok Bradfordova ¢inidla byl pfipraven ziedénim
zasobniho roztoku Coomasie Brilliaant Blue deionizovanou vodou v poméru 1:4. Do
kazdé jamky 96 jamkové desticky bylo naneseno 45 pl deionizované vody, poté 5 ul
extraktu, ¢i standardu BSA a nakonec bylo ptidano 200 pl pracovniho roztoku
Bradfordova ¢inidla. Desticka byla jemné protiepana a ponechéana inkubaci 5 min pii
laboratorni teploté. Po inkubaci byla zméfena absorbance pii 450 a 595 nm. Jako standard
byl pouzit BSA v rozmezi 0 - 1,2 mg-ml™. Méfeni bylo provddéno na mikrodesti¢kovém
readeru Synergy-HT v triplikatech. Kalibra¢ni rovnice byla vyhodnocena linearni regresi
zavislosti poméru absorbance piti 595 a 450 nm ku koncentraci BSA. Z kalibra¢ni ptimky
byla odectena jeji rovnice, kterd byla upravena do tvaru: x = (y + 0,0145)/0,0016, pti
dosazeni poméru absorbance pii 595 a 450 nm za hodnotu y dostaneme koncentraci

proteint ve vzorku (ug-ml™; Bradford, 1976; Zor a Selinger 1996).

3.3.3.2 Stanoveni koncentrace NO2 a NO3™ Griessovou metodou

Stanoveni bylo provedeno dle Miranda et al., (2001). Jedna se o nepfimou
kolorimetrickou metodu pro stanoveni NO2™ a NOs’, které vznikaji reakci NO s Oz a O2".
Principem je tvorba diazoniové soli v kyselém prostiedi a jeji nasledna kopulace
s N-(1-naftyl)etylendiaminem (NED) za tvorby azobarviva s Amax 543 nm. NOz™ je nutné
nejprve prevést na NO2 redukei kovem. Z diivodu nepfitomnosti hemoglobinu u hmyzu,

jsou NO2™ hlavnim stabilnim produktem autooxidace NO v télnich tekutinach.
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Pro metodu byly pfipraveny 2 reakéni roztoky: roztok Griess A byl pfipraven
rozpusténim 1 g sulfanilamidu v 5% H3POs. Vznikly roztok byl nasledné zfiltrovan
a uchovan v lednici pii teploté 4 °C. Roztok 5% H3zPOs byl ptipraven rozpusténim 5,9 ml
85% H3PO4 ve 94,1 ml deionizované vody. Roztok Griess B byl piipraven rozpusténim
100 mg NED ve 100 ml deionizované vody. Vznikly roztok byl nasledné zfiltrovan
a uchovan v lednici pii teploté 4 °C. Pro kalibra¢ni fadu byl pfipraven 1 mmol-1* NaNO-
rozpu$ténim 6,9 mg NaNO2 ve 100 ml deionizované H20O. NaNOsz o koncentraci

1 mmol-1" byl pfipraven rozpusténim 8,5 mg NaNOs ve 100 ml deionizované H,O.

Mg¢teni probihalo v mikrodesti¢kach na readeru Synergy-HT. Kalibra¢ni fada pro NO2
byla p¥ipravena postupnym fedénim 1 mmol-1"t NaNO- na koncentraci 10, 20, 30, 40, 50,
80 a 100 pumol-1?. Kalibra¢ni fada pro NOs byla piipravena postupnym fedénim
zasobniho 1 mmol-1"t NaNOs na koncentraci 20, 50, 100, 200, 300, 400 a 500 pmol-12.

Pro stanoveni NO2 bylo do kazdé jamky napipetovano 50 pl standardu, nebo vzorku
(jako blank bylo pouzito 50 pl extrakéniho pufru). Dale bylo napipetovano 100 pl
deionizované H2O a 100 pl Cerstvé pripraveného Griessova ¢inidla (smichané ¢inidlo
Griess A a Griess B v poméru 1:1). Desti¢ka byla promichana a inkubovana 1 hodinu

ve tmé pii pokojové teploté. Po inkubaci byla zméfena absorbance pii 540 nm.

Pro stanoveni NO3  bylo do kazdé jamky napipetovano 50 ul standardu, nebo vzorku
(jako blank bylo pouzito 50 pl extrakéniho pufru). Déle bylo pfidano 50 pl €inidla Griess
A, 50 ul VdCls (navazka 40 mg na 5 ml 1 mol-1"* HCI) a 50 ul ¢inidla Griess B. Desticka
byla promichana a poté 3 hodiny inkubovana v inkubatoru pfi teploté 45 °C. Po inkubaci
byla zméfena absorbance pii 540 nm, ktera vSak odpovida souctu koncentrace NO2
a NOz". Koncentrace NO3™ se stanovi po odecteni koncentrace NO2". Pro statistické
vyhodnoceni vysledkti byl u vzorkt nejprve proveden test normalniho rozdéleni (kvantil-
kvantil graf; Q-Q graf). Pifi nenormalnim rozdé€leni téchto vzorkd nasledoval

Kruskal-Wallistv test na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05.

3.3.3.2 Spektrofotometrické stanoveni aktivity NOS

Principem metody je reakce oxyHb (Fe?") se vznikajicim NO za tvorby metHb (Fe®*)
a NOz". Narist absorbance je diky konverzi oxyHb na metHb a jeji rychlost je pfimo
umérna mnozstvi vznikajiciho NO. Citlivost metody je zaru¢ena vybérem spravné vinové

délky, pii které je rozdil mezi absorbanci oxyHb a metHb nejvétsi, tj. 401 nm

(Hevel a Marletta, 1994).
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Spektrofotometrické stanoveni aktivity NOS bylo provedeno podle Hevel a Marletta
(1994). Pro méfeni bylo ptipraveno 100 ml zasobniho pufru obsahujiciho 2,38 g HEPES
a 21 mg octanu hofe¢natého, pH roztoku bylo upraveno NaOH na hodnotu 7,5.
Rozpusténim 147 mg CaCl, - 2 H20 v 10 ml deionizované vody byl piipraven roztok
100 mmol-1"t CaCl.. Roztoky byly uchovéany v lednici pfi teploté 4 °C. Dale byl piipraven
50 mmol-1? L-arginin (navazka 1,05 g na 100 ml zisobniho pufru), 50 mmol-1?
L-norvalin (navazka 0,6 g na 100 ml zasobniho pufru), SOD (navazka 5 mg na 1,5 ml
zasobniho pufru), CAT (navazka 20 mg na 2 ml zasobniho pufru), 10 mmol-1t FAD
(navazka 4,2 mg na 500 pl deionizované vody), 10 mmol-1t FMN (navézka 2,4 mg na
500 ul deionizované vody), 1 mmol-1? kalmodulin (navazka 60 pg na 3,53 ml
deionizované vody). Tyto roztoky byly uchovany v mrazicim boxu pfi teploté -20 °C.
L-norvalin se do reakéni smési piidava z duvodu inhibice arginasy (EC 3.5.3.1), ktera
spotfebovava L-arginin. SOD a CAT se do reak¢ni smési piidavaji pro rozklad ROS, které
by mohly reagovat s oxyHb.

Pied méfenim bylo k 10 ml zasobniho HEPES pufru pfidano 1 mg DTT, 100 pl
100 mmol-1t CaCl,, 200 ul 50 mmol-1* L-argininu, 200 pl 50 mmol-1 L-norvalinu,
10 pl 10 mmol-1"t FAD, 10 ul 10 mmol -1t FMN a 10 pl 10 mmol-1? kalmodulinu. Dale
byl piipraven 1 mmol-1* NADPH rozpusténim 0,55 mg v 1 ml zasobniho pufru.
K danému roztoku bylo pfiddno 10 ul 8 mmol-1* roztoku BHa. Déle byl piipraven fedény
roztok oxyHb, ktery byl pfipraven zfedénim piipraveného oxyHb (ptiprava viz. kapitola

3.3.2.1) deionizovanou vodou v poméru 1:4.

Meéfeni, pii némz se odecitala absorbance pii 401 nm probihalo v mikrodesti¢kach na
readeru Synergy-HT. Do jamky bylo napipetovano 100 ul reakéniho pufru, 5 ul CAT,
5 ul SOD, 30 pul ztedéného oxyHb a 30 ul NADPH + BH4. Reakce byla iniciovana
ptidavkem 50 pl vzorku. V ptipadé blanku byl vzorek nahrazen deionizovanou vodou.

Reakce probihala pti 30 °C po dobu 5 min.

Metoda byla vyuzita pro optimalizaci aktivity NOS, pro stanoveni Km a Vmax NOS
a pro stanoveni zavislosti aktivity NOS na koncentraci Ca?* iontii. Pro stanoveni Km byl
pouzit L-arginin v rozmezi koncentrace 500-1 umol-1". Pro zévislost aktivity NOS na
koncentraci Ca?" iontdi byl pouzit L-arginin o koncentraci 1 mmol-1, béhem méfeni
se ménila pouze koncentrace Ca?* v rozmezi 0-5 mmol-17. Pro stanoveni, zda jsou zmény

aktivity NOS vyznamné, byl pouzit software Statistica. U vzorkd byl nejprve proveden
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test normalniho rozdéleni (Q-Q graf). Pfi normalnim rozd¢€leni téchto vzorka nésledovala
one-way ANOVA a Post-hoc analyza pomoci Bonferroniho testu na hladiné vyznamnosti
o = 0,05. Pfi nenormalnim rozdé€leni nasledoval Kruskal-Wallisiiv test na hladiné

vyznamnosti a = 0,05.

3.3.3.3 Spektrofotometrické stanoveni aktivity GSNOR

Pro méfeni byl pouzit 50 mmol-1 Tris-HCI pufr (pH 7,5), ktery byl pfipraven navazenim
0,606 g Tris a 0,2 g Triton-X100, navazka byla rozpusténa v 75 ml deionizované vody.
Po upraveé pH na 7,5 byl roztok doplnén po 100 ml deionizovanou vodou. Pfed méfenim
byl ptipraven 2 mmol-1" NADH rozpusténim 1,42 mg NADH v 1 ml deionizované vody.
Déle byl pfipraven 2 mmol-1" GSNO rozpusténim 1,34 mg GSNO v 1 ml deionizované
vody.

Meéieni, pii némz se odecitala absorbance pii 340 nm probihalo v mikrodestickach na
readeru Synergy-HT. Byla pouzita desticka pro méteni v UV oblasti. Do jamky bylo
napipetovano 225 ul Tris-HCI, 15 pl vzorku a 30 ul 2 mmol-1"? NADH. Reakce byla
odstartovana ptidavkem 30 ul 2 mmol-1t GSNO. V ptipadé blanku byl GSNO nahrazen
deionizovanou vodou. Reakce probihala pii 30 °C po dobu 5 min. V ramci méfeni
inhibice GSNOR inhibitorem N6022 bylo pfiddno pouze 200 ul Tris-HCI, dale bylo
piidano 25 ul inhibitoru N6022 o rtizné koncentraci, poté bylo pfidano 15 pl vzorku
a 30 pl 2 mmol-1"t NADH. Reakce byla odstartovéna piidavkem 30 pl 2 mmol-1t GSNO.
V ptipadé blanku byl GSNO nahrazen deionizovanou vodou. Koncentrace inhibitoru se
pohybovala v rozsahu 1-300 nmol-11. Metoda byla pouzita pro stanoveni aktivity
GSNOR ve v¢elach a larvach, pro stanoveni Km, Vmax GSNOR a pro stanoveni 1Csg pro
inhibitor GSNOR N6022.

3.3.4 Stanoveni aktivity NOS pomoci NO analyzatoru

Ptiprava vzorkli byla provedena stejnym zplUsobem jako pro spektrofotometrické
stanoveni aktivity NOS (kapitola 3.3.1.2). Principem metody je smichani reak¢éni smési
se vzorkem, pfi¢emz se vznikly roztok napipetuje do dvou mikrozkumavek. Nasledn¢ je
jedna zkumavka inkubovana pii 37 °C po dobu 30 min a poté dojde k deproteinaci vzorku,
zatimco ve druhé zkumavce se provede deproteinaci vzorku ihned. Nakonec se porovnava
mnozstvi vzniklych NO2™ v obou zkumavkach pomoci NO analyzatoru (Laver et al.,
2008).
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Pro méfeni byly pouzity stejné roztoky jako v kapitole 3.3.3.2. Reak¢ni roztok byl
pfipraven pfiddnim 100 pl 100 mmol-1* CaClz, 200 pl 50 mmol-1? L-argininu, 200 pl
50 mmol-1* L-norvalinu, 10 pl 10 mmol-1"* FAD, 10 pl 10 mmol-I* FMN a 10 ul
10 mmol-1"* kalmodulinu k 10 ml zasobniho pufru (20 mmol-1"t HEPES). V ramci méfeni
inhibice NOS byl reakéni roztok pfipraven piidanim 100 ul 100 mmol-1 CaClz, 200 pl
50 mmol 1" L-argininu, 200 ul 50 mmol-1* L-norvalinu, 10 ul 10 mmol-1* FAD, 10 pl
10 mmol- I FMN a 10 pl 10 mmol-1? kalmodulinu k 8,34 ml zasobniho pufru
(20 mmol-1"* HEPES). Dale byl pfipraven 1 mmol-1? NADPH rozpuiténim 0,55 mg
NADPH v 1 ml zasobniho pufru. K danému roztoku bylo pfidano 10 ul 8 mmol-1*?
roztoku BHas. Roztok 0,8 mol-11 NaOH byl pfipraven rozpusténim 3,2 g NaOH
V deionizované vod¢ na kone¢ny objem 100 ml. Roztok 16% ZnSO4 byl pfipraven

rozpusténim 28,49 g ZnSO4-7 H20.

Pro samotnou reakci bylo do 1,5 ml mikrozkumavky napipetovano 120 ul Cerstvé
pfipraveného reakéniho roztoku a 30 pl 1 mmol-1'? NADPH obsahujiciho 8 mmol-1™
BHs. V rdmci méfeni inhibice bylo do 1,5 mikrozkumavky napipetovano 95 pl Cerstvé
piipraveného reakéniho roztoku, 30 pl 1 mmol-1' NADPH obsahujiciho 8 mmol-1*
BHza 25 pl 35 pmol-17 inhibitoru (koneény objem 150 ul). Jako inhibitory byly pouzity:

L-NAME, 7-nitroindazol, S-ethylisothiomocovina a aminoguanidin.

K pfipravenému roztoku bylo nasledné ptidano 150 pl extraktu a roztok byl
promichéan. Poté bylo odebrano 150 pl vzorku do druhé 1,5 ml mikrozkumavky. Ke
150 pl vzorku V prvni mikrozkumavce bylo piiddno 100 pl 0,8 mol-1* NaOH a 100 ul
16% ZnS0O4. Vzorek byl nasledné centrifugovan pfi 16000 RPM a laboratorni teploté po
dobu 10 min. Po centrifugaci byl vzorek uchovan v mrazicim boxu pii teploté -20 °C.
Zbylych 150 pl vzorku ve druhé mikrozkumavce bylo inkubovano 30 min pfi teploté
37 °C. Po inkubaci bylo ke vzorku pfiddno 100 ul 0,8 mol-1"t NaOH a 100 ul 16% ZnSOsa.
Vzorek byl nasledné centrifugovan pii 16000 RPM a laboratorni teploté po dobu 10 min.

Po centrifugaci byl vzorek uchovan v mrazicim boxu pii teploté -20 °C.

Mg¢teni probihalo na NO analyzatoru CLD88 podle Laver et al., (2008). Pfed métenim
byl pfipraven zasobni roztok Nal rozpusténim 150 mg Nal v 1,5 ml deionizované vody.
Tésné pred méfenim bylo 500 pl zasobniho roztoku Nal ptfidano ke 4,5 ml ledoveé
kyseliny octové. Vznikly reakéni roztok byl pfidan do reakéni nddobky NO analyzatoru.

Me¢teni koncentrace NO2™ probihalo po napipetovani 10 ul vzorku do reakéni nadobky.
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Kalibraéni fada byla piipravena postupnym fedénim 10 mmol-1t NaNO2 na 100, 200,
300, 400, 500, 1000 nmol-1"t. Hodnota plochy piku byla odeétena v programu EdaQ
CHART. Kazdy vzorek byl méfen v technickém triplikatu.

3.3.5 Stanoveni koncentrace RSNOs pomoci NO analyzatoru

Jako extrakéni ¢inidlo byl pouzit roztok Griess A (pfiprava kap. 3.3.3.2), z diuvodu
zamezeni interference metody s pfitomnymi NO2", jejichz koncentrace je vyS$i nez
koncentrace RSNOs. Pfed méfenim byl vzdy pfipraven Cerstvy reakéni roztok, kdy bylo
navazeno 52,5 mg Kl a 33,6 mg I>.Navazka byla rozpusténa ve 2,1 ml deionizované vody
a 7,9 ml ledové kyseliny octové. Roztok byl poté ponechan 15 min na magnetické

michacce.

Vzorek byl pfipraven jeho homogenizaci ve tieci misce, kde byl ke vzorku pfidan
extrakéni pufr v poméru 2:1 (2 ml extrakéniho pufru na 1 g vzorku). Vzorek byl po
homogenizaci pfeveden do mikrozkumavky, ve které byl centrifugovan pii 16000 RPM
a teplot¢ 4°C po dobu 10 min. Supernatant byl nakonec pieveden do Cisté

mikrozkumavky.

Mg¢feni probihalo na NO analyzatoru CLD88. Nejprve byl do reakéni nadobky ptidan
cerstvy reakeni roztok, po ustdleni zékladni hladiny bylo do reakéni nadoby naneseno
10 pl pfipraveného vzorku. Pro dané stanoveni byly pfipraveny 3 kalibracni fady:
(10-1 pmol-17; 1000-200 nmol-1%; 100-1 nmol-1? GSNO). Hodnota plochy piku byla
odectena v programu EdaQ CHART. Kazdy vzorek byl méfen v technickém triplikatu.
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3.3.6 Metody analyzy genové exprese

V ramci PCR metody byla nejprve izolovana RNA ze 40 vzorkd sedmidennich larev
v¢ely medonosné (A. mellifera carnica) pomoci kitu Qiagen. DNA ptfitomna ve vzorku
byla rozlozena DNasou (EC 3.1.21.1), piec¢isténa RNA byla poté zkoncentrovana pomoci
magnetickych kuli¢ek. RNA byla déle piepsana do cDNA reverzni transkriptasou (EC
2.7.7.49), poté byla koncentrace cDNA vzorku ziedéna tak, aby amplifikace genu EF-1a
ptekrocila stanovenou mez Ct pii hodnoté 20. Nakonec bylo provedeno gPCR pro GOl,
ziskané hodnoty exprese GOI byly statisticky vyhodnoceny v programu Statistica.

3.3.6.1 Roztoky pouzité v ramci PCR metody
Pro GITC puft byl piipraven roztok 50 mmol-1? Tris-HCI (pH 6,4) rozpusténim 2,42 ¢

Tris ve 200 ml RNase-free vody, pH roztoku bylo upraveno koncertovanou HCI. Dale
bylo navazeno 124,16 g guanidium thiokyanatu a 1,169 g EDTA, ke kterym bylo ptidano
2,6 ml Triton X-100. Roztok byl doplnén do 198 ml Tris-HCI pufrem. Po autoklavovani
byly k roztoku ptidany 2 ml 2-merkaptoethanolu. Pufry RLT, RW1 a RPE byly soudasti
komeréniho kitu znacky Qiagen. TAE pufr (50x koncertovany) byl pfipraven piidanim
28,55 ml ledové kyseliny octové a 50 ml 0,5 mmol-1"* EDTA ke 121 g Tris. Vznikly
roztok byl doplnén deionizovanou vodou do 500 ml. Roztok 0,5 mmol-1* EDTA byl

pfipraven navazenim 14,61 g EDTA a doplnénim deionizovanou vodou na 100 ml.

3.3.6.2 Izolace RNA ze vzorki

Vzorky byly pfipraveny ze sedmidennich larev, které byly infikovany riznym poctem
spor P. larvae. Pro izolaci byl pouzit komeréni Plant Mini Easy kit znacky Qiagen. Do
mikrozkumavky byly vlozeny 2 larvy, ke kterym bylo ptidano 150 pl GITC pufru
a 10 sklenénych kuli¢ek. VVzorek byl homogenizovan v kulickovém mlynku, dale bylo ke
vzorku ptidano 150 pul GITC pufru a vzorek byl opét homogenizovan. Po homogenizaci
byly vzorky centrifugovany 5 min pii 16000 RPM a laboratorni teploté. Ze vzorku bylo
odebrano 100 ul supernatantu, ke kterému bylo pfidano 350 ul RLT pufru obohaceného
0 2-merkaptoethanol (RLT pufr byl s 2-merkaptoethanolem smichan v poméru 100:1).
Promichany roztok byl nanesen na fialovou kolonku (soucast kitu; slouzi pro uvolnéni
DNA a RNA z jadra), ktera byla nasledné centrifugovana 2 min pii 16000 RPM
a laboratorni teploté. Supernatant byl poté napipetovan do cisté 1,5 ml mikrozkumavky,
kde bylo ke vzorku ptidano 225 pl 96% ethanolu. Vzorek byl pro fadném promichani

pfenesen na ruzovou kolonku (soucast kitu; vaze DNA a RNA, naopak soli a jiné
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nenavazané latky jsou odstranény), ve které byl centrifugovan 2 min pii 8000 RPM
a laboratorni teploté. Kolonka byla promyta 700 pul RW1 pufru a opét centrifugovana pii
8000 RPM po dobu 15 sekund pii laboratorni teploté. Dale byla kolonka promyta 500 pl
RPE pufru a centrifugovana pti 8000 RPM po dobu 15 sekund pii laboratorni teploté,
nasledn¢ byla kolonka opét promyta 500 ul RPE pufru a centrifugovana pii 8000 RPM
po dobu 15 sekund pii laboratorni teploté. Vrchni ¢ast kolonky byla pienesena do 2 ml
mikrozkumavky a centrifugovana pii 16000 RPM po dobu 2 min pii laboratorni teploté,
mikrozkumavka byla nasledné pooto¢ena a znovu centrifugovana pii 16000 RPM
po dobu 2 min pii laboratorni teploté. Nakonec byla vrchni ¢ast kolonky ptenesena do
1,5 ml mikrozkumavky a na kolonku bylo naneseno 95 ul RNase-free vody. Po uplynuti
10 min byla mikrozkumavka centrifugovana pti 8000 RPM po dobu 15 sekund pfii
laboratorni teploté. Vzorek obsahujici izolovanou RNA byl napipetovan do nové 0,5 ml
mikrozkumavky. Koncentrace a kvalita izolované RNA byly stanoveny na
mikrodestickovém readeru Synergy-HT. Pro stanoveni byly pouzity 2 ul vzorku. RNA je
spravn¢ izolovana, pokud pomér absorbanci pii 260 a 280 nm (A260/280) odpovida hodnoté

v rozmezi 1,8 —2,2. Pfi hodnoté Azeo/280 niZ8i néz 1,8 se jedna o kontaminaci proteiny.

Pro odstranéni DNA byla pouzita DNAasa (kit TURBO DNA-free™ znacky Thermo
Fisher Scientific). K 95 pl vzorku bylo ptidano 10 pl reakéniho pufru a 1 pl Turbo
DNAasy. Ptipraveny vzorek byl inkubovan pii 37 °C po dobu 30 min. Dale byl ke vzorku
piidan 1 pl Tubro DNAasy a vzorek byl opét inkubovan pii 37 °C po dobu 30 min.

RNA byla piecisténa pomoci suspenze magnetickych kulicek znacky Agencourt
RNAclean XP a magnetického stojanku. Ke 100 ul RNA bylo ptidano 50 pl suspenze
magnetickych kulicek a 40 pl isopropanolu. Vzorek byl dikladné promichan pipetou
a nasledné byl inkubovan pfti laboratorni teploté po dobu 10 min. Vzorek byl dale umistén
na magneticky stojanek, kde dosSlo k usazeni kuli¢ek a k néslednému odpipetovani
supernatantu. Magnetické kulicky byly promyty 200 ul 70% RNase-free ethanolu (3x
opakovani). Po poslednim odpipetovani ethanolu byl vzorek vysusen ve flow boxu po
dobu 10 min. Ke kulickam bylo pifidano 32 ul RNase-free vody a po dikladném
promichani byl vzorek 10 min inkubovan. Po usazeni magnetickych kuli¢ek bylo 32 pl
vzorku ptepipetovano do sterilni 0,5 ml mikrozkumavky. Koncentrace a kvalita izolované
a prec¢isténé RNA byly stanoveny na mikrodestickovém readeru Synergy-HT. RNA je

spravné precisténa pohybuje-li se Azeo2g0 V rozmezi 1,8 — 2,2.
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3.3.6.3 Kontrola integrity RNA

Kontrola integrity izolované a precisténé RNA byla provedena pomoci horizontalni
agarosové elektroforézy. Pro elektroforézu byla pfipravena 1,1% agarosa v TAE (1x)
pufru, ve které byl pro vizualizaci RNA rozpustén GelRed (4 ul na 100 ml 1,1% agarosy).
Vzorek pro elektroforézu byl pfipraven smichanim 6 ul RNA s 1 ul loading dye, jako
standard byl pouzit 50 bp marker (Bioline), kterého byly naneseny 3 ul. Elektroforéza

probihala 60 min pfi konstantnim napéti 80 V.

3.3.6.4 Prepis RNA do ¢cDNA prostiednictvim reverzni transkriptasy

Prepis izolované a ptecisténé RNA do cDNA byl proveden pomoci kitu Transcriptor High
Fidelity cDNA Synthesis znacky Roche. V prvni fazi byl vzorek piipraven smichanim
1 pl oligo dT primeru s 10,4 ul izolované RNA. Maximalni koncentrace izolované RNA
je 390 ng-ul!. Dana hranice odpovidd maximalni kapacité transkriptasy. Inkubace

reak¢ni smési probihala v termocykléru 10 min pfi teploté 65 °C.

Ve druhé fazi ptepisu byl pfipraven reakéni premix (Tab. 1). Nasledné bylo odebrano
8,6 ul premixu, ke kterému bylo ptidano 11,4 pl vzorku z prvni faze. Vzorek byl
inkubovan 30 min pfi teploté 55 °C, nésledn¢ probehla inaktivace reverzni transkriptasy
pti 86 °C po dobu 5 min. Vzorek byl nasledné chlazeny pii 4 °C. Veskeré kroky probihaly
v termocykléru. Nakonec bylo 20 pl pfepsané cDNA doplnéno RNase-free vodou na

kone¢ny objem 100 pl.

Koncentrace cDNA byla stanovena na mikrodestiCkovém readeru Synergy-HT.
Pohybuje-li se Azs0r280 V rozmezi 1,8 — 2,0 znamena to, ze cDNA je spravné prepsana, pii

hodnoté Azso/280 nizsi néz 1,8 se jedna o kontaminaci proteiny.

Tab. 1 Slozeni reakéniho premixu pro druhou fazi ptepisu RNA do cDNA (kone¢ny objem 8,6 pul)

Slozka Objem slozky (ul)
Reakéni pufr (5x koncentrovany; vialka 2) 4
Inhibitor RNasy (vialka 3) 0,5

Smés deoxynukleotidt (10 mmol-17; vialka 4) 2

DTT (vialka 7) 1
Reversni transkriptasa (vialka 1) 11
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3.3.6.5 Endpoint PCR reakce pro kontrolu prepisu

Byla pfipravena reak¢ni smés (Tab. 2). Jako primer byl pouzit EF-1a. Nasledné bylo
odebrano 12 pl reakéni smési, ke které¢ bylo pfidano 0,5 pul cDNA pfipravené podle
kapitoly 3.3.4.4. Na termocykléru byl vybran program GOTAQ (1. krok: 95 °C, 2 min;
2. krok: 95 °C, 40 s; 3. krok: 60 °C, 30 s; 4. krok: 72 °C, 60 s; krok 2-4 opakovat 34x;
5. krok: 72 °C, 5 min; 6. krok: 4 °C, oo min).

Tab. 2 Objemy jednotlivych slozek pro pfipravu premixu pro jednu reakci endpoint PCR
(konecny objem 12 pl)

Slozka Objem slozky (ul)
RNase-free voda 4,75
10 mmol 1" primer pro EF-1a (reverse) 0,5
10 mmol-1? primer pro EF-1a (forward) 0,5
Go-Tag polymerase premix 6,25

Pro kontrolu produktd endpoint PCR byla pouzita agarosova elektroforéza. Pro
elektroforézu byla ptipravena 3% agarosa v TAE (1x) pufru. V gelu byl pro vizualizaci
cDNA rozpustén GelRed (4 ul na 100 ml 3% agarosy). Na gel bylo naneseno 10 ul vzorku
ptipraveného endpoint PCR. Jako standard byl pouzit 50 bp marker Bioline, kterého byly

napipetovano 3 pl. Elektroforéza probihala 60 min pfi konstantnim napéti 80 V.

3.3.6.6 Prvni faze qPCR

Koncentrace ¢cDNA ve vzorcich byla pifed méfenim ziedéna na 65 ng-ult kvili
maximalni kapacit¢ DNA polymerasy. Vzorek nebyl fedény, pokud byla koncentrace
cDNA niz3i nez 65 ng-pl™. Nasledn& byla pfipravena reakéni smés, ve které byl jako
primer pouzit EF-1a 0 koncentraci 3,33 mmol-1" (Tab. 3). Do kazdé jamky bylo pfiddno
3,4 ul reakéni smési, po napipetovani vSech potifebnych jamek bylo k reakéni smési
piidano 1,6 ul cDNA. Termocyklér byl nastaven na tyto parametry (1. krok: 95 °C,
10 min; 2. krok: 95 °C, 15 s; 3. krok: 60 °C, 60 s; krok 2 a 3 opakovat 34x; 4. krok :
60 °C, 1 min; 5. krok: 95, 5 °C, 10 s; 6. krok: 0,5 °C, « s).

Tab. 3 Objemy jednotlivych slozek pro ptipravu reakéni smési pro jednu reakci qPCR (koneény

objem 5 pl)
Slozka Objem slozky (ul)
Syber Select Master Mix 2,5
3,33 mmol-I? primer (reverse) 0,45
3,33 mmol-1* primer (forward) 0,45
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Po dokonceni prvni faze qPCR byla u vsech vzorka stanovena hodnota Ct pro EF-1a.
Koncentrace cDNA byla poté zfedéna tak, aby hodnota Ct pro EF-1a odpovidala 20. Pro
fedéni byla vyuZita rovnice: faktor fedéni = 220~ © (V2 vzorky byly poté ziedény
RNase-free vodou podle vypocteného faktoru fedéni. Vzorky, v nichz byla koncentrace
CcDNA nizka (Ct > 20), zfedéné nebyly.

3.3.6.7 Druha faze qPCR

Pro diplomovou praci byly pouzity primery pro tyto geny: AKTIN; EF-/a; AmMNOS;
GSNOR; JUVENILNI HORMON ESTERASA (JHE); VITELLONGENIN (Tab. 4). Do
kazdé jamky PCR desticky bylo piidano 3,4 ul reakéni smési (Tab. 3), po napipetovani
vsech potiebnych jamek bylo k reakéni smési ptidano 1,6 pl cDNA. Termocyklér byl
nastaven na tyto parametry (1. krok: 95 °C, 10 min; 2. krok: 95 °C, 15 s; 3. krok: 60 °C,
60 s; krok 2 a 3 opakovat 34x; 4. krok: 60 °C, 1 min; 5. krok: 95,5 °C, 10 s; 6. krok:
0,5 °C, o min). Po dokonéeni PCR byly ode¢teny hodnoty Ct vybranych gent.

Nakonec byla pomoci hodnot Ct stanovena relativni exprese ¢tyf GOI vici
geometrickému pruméru dvou HKG (AKTIN a EF-/a). Ke statistickému vyhodnoceni
byl pouzit software Statistica. U vzorki byl proveden test normélniho rozdéleni (Q-Q
graf). U vSech vzorkt bylo nenormalni rozd¢€leni, tudiz nasledoval Kruskal-Wallistiv test
na hladiné vyznamnosti a = 0,05.

Tab. 4 Primery pouZité pro sledovani exprese gent (Lourengo et al., 2008; Ament et al., 2011;
Kubienova et al., 2013; Negri et al., 2014)

Peptid/ Typ  Nazev Velikost Primer 5 23"
protein genu genu ampliko
nu (bp*)

Aktin HKG Arpl 155 F: TGCCAACACTGTCCTTTCTG

R: AGAATTGACCCACCAATCCA
EF-la HKG EF-la 153 F: GGAGATGCTGCCATCGTTAT

R: CAGCAGCGTCCTTGAAAGTT
AmNOS GOl  AmNOS 106 F: TCCACTCGCAGGTACTTTCC

R: TCTGGAGGATCACCATTTCC
GSNOR GOl  GSNOR 222 F: CTTACCAATTGCCTGAGTGC

R: CTGCAGCGGGTCAAGAAATC
JHE GOl JHE 78 F:TTCTTTCTTCTCTTGTGACTTTTGGTT

R: CCCTTAATTGCACCTAAAGGAGTTT
Vitellogenin ~ GOl ApisVg 62 F: AGTTCCGACCGACGACG

R: TTCCCTCCCACGGAGTCC

*

bp — pocet bazi
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3.3.6.8 Méreni ucinnosti prisedani primeri

Pro statistické vyhodnoceni relativni exprese vybranych genii bylo nutno vypocist
ucinnost prisedani pouzitych primeri K templatové molekule cDNA. V ramci metody
byla méfena zdvislost hodnoty Ct na koncentraci cDNA. Nejprve byl pfipraven mix
cDNA tak, ze z kazdého vzorku bylo odebrano 10 pl. Pfi pouziti 40 vzorki byl kone¢ny
objem cDNA 400 pl. Nasledné bylo odebrano 100 pl zasobni cDNA a zbylych 300 pl
bylo postupné fedéno RNase-free vodou vzdy na polovi¢ni koncentraci. Takto bylo

pfipravena koncentracni fada cDNA ¢itajici 11 vzorkt 0 riizné koncentraci CDNA.

Koncentra¢ni fada byla napipetovana do jamek PCR desticky (1,4 ul) a poté bylo
k cDNA piidano 3,6 pl reakéni smési (Tab. 5). Termocyklér byl nastaven na tyto
parametry (1. krok: 95 °C, 10 min; 2. krok: 95 °C, 15 s; 3. krok: 60 °C, 60 s;
krok 2 a 3 opakovat 34x; 4. krok: 60 °C, 1 min; 5. krok: 95,5 °C, 10 s; 6. krok:
0,5 °C, o min).

Dale byla vytvofena piimka zévislosti hodnoty Ct na koncentraci cDNA, poté byla
odectena smérnice pfimky, diky niz byla stanovena ucinnost pfisedani pouzitych primert
podle vzorce: u¢innost = 10Csmémicd) [Jeinnost prisedani primert byla nasledné pouzita
pro stanoveni relativni exprese GOI vii¢i HKG podle vzorce:

Gtinnost HKGCt

u¢innost GOICt’

Tab. 5 Objemy jednotlivych slozek pro piipravu reakéni smési pro méfeni G¢innosti primerd
(kone¢ny objem 3,4 pul)

Slozka Objem slozky (ul)
Syber Select Master Mix 25
3,33 mmol-1? primer (reverse) 0,45
3,33 mmol-1? primer (forward) 0,45
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4 VYSLEDKY

4.1 Stanoveni celkovych proteinii

Pro stanoveni proteinti ve v¢elich extraktech byly v mé bakalaiské praci (BP) porovnany
dvé metody. Jednalo se o Bradfordovu a bicinchoninovou metodu. Z vysledku
plynoucich z mé BP je v diplomové praci pouzita pouze Bradfordova metoda, ve které
se navic vynasi pomér absorbance pii 595 a 450 nm ke koncentraci proteind, nebo
standarda (Zor a Selinger, 1996). Stanoveni koncentrace proteint bylo pouzito v rdmci
metod stanoveni aktivity enzymii, nebot’ vysledna aktivita byla poté vztazena na mnozstvi

proteinti piitomnych ve vzorku (specificka aktivita).

4.2 Stanoveni kinetickych parametri NOS

Imunizované vcely byly pouzity pro stanoveni kinetickych parametrii enzymu NOS.
Experimenty byla stanovena Km enzymu NOS ve véeli hlavé. Popsana byla také aktivita
enzymu V zavislosti na koncentraci Ca?* iontl. Déle byl sledovan inhibi¢ni Gginek
Ctyf inhibitort zivociSnych NOS (7-nitroindazol, L-NAME, S-ethylisothiomoc¢ovina
a aminoguanidin). Nakonec byla stanovena aktivita NOS v reakci, v niz byl substrat

L-arginin nahrazen jeho isomerem D-argininem.

4.2.1 Stanoveni K, véeli NOS

Po tfech opakovanych méteni byla spektrofotometricky stanovena Km enzymu NOS ve
véeli hlavé (Obr. 15). Ve vceli hrudi a zadecku nebyla konstanta z divodu necistoty
extraktu a interference metody s ptitomnymi latkami stanovena. Z rovnice ptimky byla
nésledné stanovena Km 0 hodnot& 3,1 pmol-I* a hodnota Vmax pro analyzovany extrakt

byla stanovena 0,31 nmol-min*-mg* proteinu.
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Obr. 15 Graf pro stanoveni Km enzymu NOS vynesenim zavislosti 1-v! na 1-[S]? podle
Lineweavera a Burka. Substratem byl L-arginin v rozmezi koncentrace 0-1000 pmol-1-2.
Mefeni bylo opakovano tiikrat a vzorky byly méfeny v technické triplikatu.
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Déle byla stanovena zévislost aktivity NOS na koncentraci Ca®* iontfi (Obr. 16). NOS
dosahuje nejvyssi aktivity pfi 2 mmol-1" koncentraci Ca* iontfi. V nepiitomnosti Ca%*

iontt je aktivita enzymu NOS 18% vici 2 mmol-1"t koncentraci Ca?* ionti.
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Obr. 16 Zavislost specifické aktivity NOS (pkat-mg™?) na koncentraci Ca?* iontli (mmol-I?).
Vzorky byly méteny v technickém triplikatu.

4.2.2 Aktivita v€eli NOS po pridavku inhibitora a D-argininu

Aktivita NOS byla po ptidavku ¢tyf inhibitord  (7-nitroindazol, L-NAME,
S-ethylisothiomoc¢ovina a aminoguanidin) stanovena pomoci NO analyzatoru (Obr. 17).
Stejné byla stanovena aktivita NOS v reakci, v niz byl substrat (L-arginin) nahrazen jeho

isomerem D-argininem.
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Obr. 17 Zavislost specifické aktivity NOS (pkat-mg™) na piidavku inhibitoru (2,5 pmol-I'%). Cislo
nad box plotem udava procentualni aktivitu NOS vici kontrole (L-arginin bez inhibitoru).
Kazdy vzorek byl métfen v sérii 5 opakovavani v technickém triplikatu.
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Po piidavku inhibitori o koncentraci 2,5 umol-1", predstavovala kone¢nd aktivita
NOS 5-12 % své ptivodni aktivity. NOS byl nejvice inhibovéan S-ethylisothiomocovinou
(aktivita pouze 5,5 %), nejnizsi inhibici pfedstavoval 7-nitroindazol (aktivita 11 %).
Aktivita NOS byla po ptidavku L-NAME 7,7% a po ptidavku aminoguanidinu 8,3%.

Dale byla stanovena aktivita NOS v reakci, v niz byl substrat (L-arginin) nahrazen
svym isomerem D-argininem (Tab. 6). Specificka aktivita reakce, v niz byl pouzit isomer
substratu D-arginin byla 0,34 pkat-mg?, coz piedstavuje 7,2% aktivitu vici reakci
s L-argininem. Aktivita NOS je béhem reakce, v niz je misto L-argininu pouzit D-arginin
stejna, jako napf. aktivita NOS inhibované L-NAME, aminoguanidinem
¢1 S-ethylisothiomocovinou.

Tab. 6 Porovnani specifické aktivity NOS (pkat-mg™) béhem reakce, v niZ je substrat L-arginin
nahrazen jeho isomerem D-argininem vu¢i kontrole (L-arginin jako substrat). Kazdy

vzorek byl méfen v sérii péti opakovavani v technickém triplikatu. V zavorce je uvedena
smérodatna odchylka péti opakovani.

Specificka aktivita Aktivita isomeru vici L-argininu

Substrat o koncentraci NOS (pkat-mg™ (%)
1 mmol-1* proteinu)

L-arginin 4,68 (+0,15) 100
D-arginin 0,34 (+0,06) 7,2
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4.3 Stanoveni kinetickych parametriit GSNOR

V ramci danych experimentt byla stanovena Km enzymu GSNOR v extraktech celych
vcelich tél. Aktivita enzymu byla dostate¢né vysokd, tudiz nebyla nutnd optimalizace.
Nakonec byla stanovena hodnota ICso inhibitoru N6022 pro véeli GSNOR. N6022 byl
jiz diive pospan jako kompetitivni inhibitor lidské GSNOR (Green et al., 2012).

4.3.1 Stanoveni K, véeli GSNOR

Konstanty byly spektrofotometricky stanoveny v extraktech, pfipravenych z celych
véelich tél. Z rovnice pitimky (Obr. 18) byla nasledné¢ stanovena hodnota Km
184,5 umol-I a hodnota Vmax pro analyzovany vzorek extraktu byla stanovena

85,7 umol-mint-mg* proteinu.
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Obr. 18 Graf pro stanoveni Knenzymu GSNOR vynesenim zavislosti 1-v! na 1-[S]? podle
Lineweavera a Burka. Jako substrat byl pouzit GSNO v rozmezi koncentrace
0-200 pmol 1. Mé&feni bylo opakovano tfikrat a vzorky byly méfeny v technickém
triplikatu.

4.3.2 Stanoveni 1Cso inhibitoru N6022

Aktivita GSNOR inhibované latkou N6022 byla stanovena spektrofotometricky.
Koncentrace inhibitoru N6022 byla v rozmezi 1-300 nmol-1. Ze ziskanych vysledki
byla nasledné stanovena koncentrace inhibitoru, kterd zpusobi 50% inhibici vceli
GSNOR (ICs0). Hodnota ICsp pro inhibitor N6022 byla v analyzovaném vzorku extraktu

véel stanovena jako 82,7 nmol-17.
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4.4 Imunizace vc€el vede ke zvySené aktivité NOS
Z vysledku je patrné (Obr. 19), Ze po imunizaci vel pusobenim bakterialniho LPS,

pfidaného do cukerné vyzivy v klickovém pokusu, dochazi ke zvyseni aktivity NOS

ve vsech castech véeliho téla (80-100 %).
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Obr. 19 Srovnani specifické aktivity NOS (pkat-mg™) ve v¢eli hlavé a hrudi (A) a ve véelim
zadeCku (B) ve vcelach, které byly imunizovany, poptipadé jim byla do cukerného krmiva
ptidana smés aminokyselin. U skupin se statisticky vyznamnymi rozdily jsou znazornény
p-hodnoty na hladiné vyznamnosti a = 0,05 (Bonferroniho test). V ramci kazdé skupiny
byla stanovena aktivita u 10 vzorku, kazdy vzorek byl méfen v technickém triplikatu.

Dale je patrné, Ze aktivita NOS je ve véelich zadeccich mnohonasobné vyssi (10x),
nez ve zbylych ¢astech vceliho téla. Bylo také pozorovédno, Ze piidavek AMK
do cukerného krmiva pro imunizované vcely v klickovém pokusu vede k vyssi aktivité

NOS nez pii pouhé imunizaci vcel.

4.4.1 Imunizace vcel vede ke zvySené koncentraci NO

Pro stanoveni koncentrace NO2” a NOgz™ byla pouzita Griessova metoda. Prvné byly
vytvoreny kalibracni grafy a pfimky (Obr. 20), pomoci nichZ byla nasledné stanovena
koncentrace NO2™ a NOz™ ve v¢elich vzorcich (Obr. 21, 22). Kazda koncentrace byla
méfena v technickém triplikatu. Koncentrace NO2™ se ve v€eli hlavé a hrudi zvySuje
V odpovédi na imunizaci véel LPS (Obr. 21A). Bylo dale pozorovano, Ze po piidavku
AMK do cukerného krmiva pro imunizované vcely v klickovém pokusu je koncentrace
NO2" ve vCeli hlavé a hrudi vyssi nez pii pouhé imunizaci véel LPS. Koncentrace NO3

je naopak ve vSech skupinach stejna (Obr. 21B).
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Obr. 20 Kalibra¢ni grafy a ptimky pro stanoveni NO>" a NOs™ ve v¢elich extraktech Griessovou
metodou. V grafu je zobrazena zavislost absorbance pii 540 nm na koncentraci NO2™ (A)

a NOs (B).

Podobné trendy byly pozorovany u vzorku vcelich zadecku, které byly vystaveny

stejnému oSetfeni (Obr. 22). Koncentrace NO2 se ve véelich zadeécich zvySuje po

pfedchozi imunizaci véel LPS, jesté vyssi je koncentrace NOz po piidavku AMK

do cukerného krmiva pro imunizované v¢ely (Obr. 22A). Koncentrace NO7 ™ je v zadeCku

imunizovanych vcel az 4x vyssi, nez ve véeli hlavé a hrudi, naopak koncentrace NOs

se mezi danymi skupinami neli§i, a tudiZ je nezavisld na imunizaci vcel, a také na

ptidavku AMK do cukerného krmiva pro imunizované vcely.
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Obr. 21 Srovnani koncentrace NO2 (A) a NOs (B) v extraktech veelich hlav a hrudi (umol-1?)
se znazornénymi p-hodnotami u skupin se statisticky vyznamnymi rozdily (Kruskal-
Wallisav test; o= 0,05). V ramci kazdé skupiny byla koncentrace stanovena u 10 vzorkd,
kazdy vzorek byl méten v technickém triplikatu.
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Obr. 22 Srovnani koncentrace NO,” (A) a NOs (B) v extraktech véelich zadecki (umol-1?)
se znazornénymi p-hodnotami u skupin se statisticky vyznamnymi rozdily (Kruskal-
Wallisav test; o= 0,05). V ramci kazdé skupiny byla koncentrace stanovena u 10 vzorkd,

kazdy vzorek byl méten v technickém triplikatu.
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4.5 Zmény exprese a aktivity NOS a GSNOR ve véelich larvach
infikovanych bakterialnim patogenem P. larvae

U kazdé skupiny vcelich larev, kterym byly podany riizné davky bakterialnich spor P.

larvae, byla stanovena umrtnost (Tab. 7).

Tab. 7 Procentualni tmrtnost v¢elich larev v zavislosti na po¢tu spor P. larvae.

Oznaceni experimentalni skupiny Zivé larvy Mrtvé larvy  Umrtnost (%)
Kontrola 25 47 65
15 spor P. larvae 18 54 75
150 spor P. larvae 20 52 72
1500 spor P. larvae 24 48 67

Umrtnost byla u viech skupin véelich larev véetné kontroly vyssi nez 50 %. Nejnizsi
umrtnost (65%) byla u kontroly, ktera nebyla vystavena sporam P. larvae. U skupin larev,
které byly vystaveny sporam P. larvae rostla umrtnost se snizujicim se po¢tem spor P.
larvae. Nejvyssi timrtnost byla pozorovana u larev vystavenych 15 sporam P. larvae
(75% umrtnost), naopak nejnizsi imrtnost byla pozorovéana u larev vystavenych 1500

sporam P. larvae (67% tmrtnost).

Déle byla ovéiena uspésnost piepisu RNA do cDNA pomoci agarosové elektroforézy
(Obr. 23). Podle vysledkti zagarosové elektroforézy doslo k amplifikaci EF-la
o velikosti 153 bp, ¢imz byla potvrzena spravnost piepisu RNA do cDNA reverzni

transkriptasou. U vzorku, ve kterém byla cDNA nahrazena vodou k amplifikaci nedoslo.

Marker bp

1000 bp_,

Kontrola bez

400 cDNA véelich larev s amplifikovanym EF-1o (153 bp) templatu
p —>

300bp - ¥ | ||

200 bp —» R—

100 bp

S50bp —+»

Obr. 23 Vysledek agarosové elektroforézy pro kontrolu spravnosti piepisu RNA do cDNA
u v¢elich larev, spolu s markerem poctu bazi (bp). Pro kontrolu byl pouzit vzorek,
ve kterém byla cDNA nahrazena RNase-free vodou.
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Nakonec byla stanovena relativni exprese vybranych gent (NOS, GSNOR, JHE
a VITELLOGENINU) vici HKG (EF-1a; Obr. 24). Ve v¢elich larvach byla pozorovana
vzrustajici relativni exprese NOS a GSNOR v odpovédi na zvySujici se mnozstvi spor
P. larvae. Statisticky vyznamna zména v relativni expresi NOS proti kontrole byla
pozorovana u larev, které byly vystaveny 1500 sporam P. larvae. U ostatnich skupin byl
pozorovan také narust relativni exprese NOS, ktery vSak nebyl statisticky vyznamny.
Statisticky vyznamna zména relativni exprese GSNOR byla pozorovana pouze u skupiny
larev vystavené 1500 sporam P. larvae. Zmény v relativni expresi GSNOR u této skupiny
byly signifikantni i vii¢i skupiné infikované pouhymi 15 sporami. Exprese genu JHE
nebyla vyznamné ovlivnéna u zadné skupiny larev infikovanych sporami P. larvae.

VITELLOGENIN nebyl u zadné skupiny larev amplifikovan.
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Obr. 24 Vliv poctu spor P. larvae na relativni expresi NOS (A), GSNOR (B) a JHE (C) ve véelich
larvach. Gen pro VITELLOGENIN nebyl amplifikovan. Relativni exprese je vztazena na
jeden HKG (EF-1a). U skupin se statisticky vyznamnymi rozdily jsou znazornény p-
hodnoty na hladiné vyznamnosti a = 0,05 (Kruskal-Wallisav test). Hodnota n odpovida
po¢tu vzorkd, u kterych bylo provedeno qPCR, vzorky byly méfeny v technickém
duplikatu.
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U skupin véelich larev, které byly vystaveny sporam P. larvae, byla dale stanovena
specificka aktivita enzymi NOS a GSNOR. Ve vcelich larvach byla pozorovana
vzrustajici specifickd aktivita NOS a GSNOR v odpovédi na zvysujici se mnozstvi spor
P. larvae (Obr. 25). Specificka aktivita NOS byla zvySena u v§ech skupin v¢elich larev
vystavenych sporam P. larvae (Obr. 25A). Nejvyssi specificka aktivita NOS byla
pozorovana u skupin vcelich larev vystavenych 150 a 1500 sporam P. larvae. Zvysena
specificka aktivita NOS u téchto skupin je statisticky vyznamna oproti kontrole, ktera
nebyla sporam P. larvae vystavena. Trend zvySujici se specifické aktivity v odpovédi na
zvysujici se mnozstvi spor P. larvae byl rovnéz pozorovan u enzymu GSNOR (Obr. 25B).
Enzym dosahoval své nejvyssi specifické aktivity ve vcelich larvach vystavenych
1500 sporam P. larvae. Statisticky vyznamna zména specifické aktivity GSNOR vici
kontrole byla pozorovana u skupin larev vystavenych 150 a 1500 sporam P. larvae.
Zmeény ve specifické aktivit¢ GSNOR u téchto skupin byly rovnéz statisticky vyznamné

vaci skuping veelich larev vystavenych pouhym 15 sporam P. larvae.

Souhrnné u v¢elich larev (A. mellifera carnica) dochazi ke zvyseni exprese a aktivity
NOS a GSNOR v odpovédi na zvysujici se mnozstvi spor P. larvae. Exprese JHE je
naopak nezavisla na poctu spor P. larvae a VITELLOGENIN neni exprimovan viibec.
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Obr. 25 Vliv poétu spor P. larvae na specifickou aktivitu NOS (A; pkat-mg™!) a GSNOR (B;
nkat-mg?) ve v&elich larvach. Pro kazdou skupinu bylo pouzito 10 vzorkiim, které byly
meéfeny V technickém triplikatu. U skupin se statisticky vyznamnymi rozdily jsou
znazornény p-hodnoty na hladiné vyznamnosti a = 0,05 (Kruskal-Wallistv test).
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4.6 Zmény exprese a aktivity NOS a GSNOR u dospélych vcel
vystavenych bakteriim

U dospélych vcel byla stanovena relativni exprese vybranych gent (NOS, GSNOR, JHE
a VITELLOGENINU) vici geometrickému pruméru exprese dvou HKG (AKTIN, EF-/a)
(Obr. 26). Exprese NOS a GSNOR se u infikovanych skupin véel (A. mellifera carnica)
zvysila minimalné a pozorovany narust exprese nebyl statisticky vyznamny (Obr. 26A-
B). Hladiny exprese VITELLOGENINU a JHE klesaly v zavislosti na oSetfeni dané
skupiny a byly statisticky vyznamné (Obr. 26C-D).
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Obr. 26 Vliv riznych oSetfeni na relativni expresi NOS (A), GSNOR (B), JHE (C)
a VITELLOGENINU (D) v dospélych vcelach. Relativni exprese je vztazena na
geometricky prumér dvou HKG (EF-/a a AKTIN). U skupin se statisticky vyznamnymi
rozdily jsou znazornény p-hodnoty na hladiné vyznamnosti o = 0,05 (Kruskal-Wallisav
test). Hodnota n odpovida poctu vzorku, u kterych bylo provedeno qPCR, vzorky byly
meéteny v duplikatu.
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Pokles exprese JHE (Obr. 26C) vuci kontrole byl statisticky vyznamny u skupin PBS
a bakterie, u téchto skupin byl dale pokles exprese JHE statisticky vyznamny vici skupiné
vcel, které byly pouze uspany CO.. U skupin vcel vystavenych PBS a infikovanych
bakteriemi doslo ke statisticky vyznamnému poklesu exprese VITELLOGENINU vuci
kontrole (Obr. 26 D).

U dospélych vcel, ve kterych byla stanovena relativni exprese GOI, byla dale
stanovena aktivita enzymid NOS a GSNOR (Obr. 27). U v¢el vystavenych CO2, PBS
a bakteriim byl pozorovan narust specifické aktivity enzymia NOS a GSNOR viici
kontrolni skupiné. ZvySeni specifické aktivity enzymt bylo pozorovano u vsech tii
osetfeni, dokonce i u vcel, které byly pouze uspany CO». Lze tedy usoudit, ze uspani vcel
pisobenim CO2 ma podobny, av§ak mensi vliv na aktivitu NOS a GSNOR jako injekéni
aplikace PBS. Ke zvysené aktivit¢ NOS a GSNOR tedy dochazi jiz pii pouhém uspani
véel CO2 (20% narust aktivity), ktery vSak neni statisticky vyznamny vaci kontrole.
Injekce PBS zvysilo aktivitu NOS a GSNOR o 30-40 %. K nejvyssimu narustu specifické
aktivity NOS a GSNOR doslo po vystaveni v¢el bakteriim. U v¢el vystavenych bakteriim
byl pozorovan 60-70% narust aktivity, ktery je navic statisticky vyznamny vii¢i kontrole

a skuping véel uspanych COo.
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Obr. 27 Vliv riiznych oSetieni na specifickou aktivitu enzyma NOS (A; pkat-mg™) a GSNOR (B;
nkat-mg?) v dospélych v¢elach. U skupin se statisticky vyznamnymi rozdily jsou
znazornény p-hodnoty na hladiné vyznamnosti a = 0,05 (Kruskal-Wallisav test). VVzorky
byly méfeny v technickém triplikatu. Hodnota n udava pocet métenych vzorkd v ramci
jedné skupiny.
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Souhrnné u véel (A. mellifera carnica) po infekci dochazi k minimalnimu, statisticky
nevyznamnému zvyseni exprese genit NOS a GSNOR, které je doprovazeno statisticky
vyznamnym zvySenim aktivity NOS a GSNOR. Zvysenou aktivitu NOS a GSNOR byla
pozorovana jiz pii pouhém uspani véel CO,. Exprese NOS a GSNOR je v ramci skupin
podobna, nasledna aktivita enzymu je vSak odlisnd, a stoupa v poradi COz, PBS

a bakterie.

4.7 Analyza hladiny RSNOs v extraktech véel

U vcel, ve kterych byla stanovena relativni exprese genti a specificka aktivita enzymd,
byly posledni experimenty zaméfeny na stanoveni RSNOs, které mély pfinést uceleny
pohled na metabolismus RNS u véel. RSNOs byly stanoveny pomoci NO analyzatoru.
Pro dané stanoveni byly pfipraveny tfi kalibra¢ni fady (10-1 pmol-1; 1000-100 nmol-1?%;
100-1 nmol-I"t GSNO).

Metodou vSak V analyzovanych vzorcich nebyly detekovany zadné RSNOs.
Detekovéna také nebyla nejnizsi kalibraéni fada GSNO (100-1 nmol-1*). Koncentrace
RSNOs Vv piipravenych vzorcich véel musela byt tedy nizsi nez 100 nmol-1"%. Jako vzorky
byly pouzity vcely, které byly vystaveny CO2, PBS a bakteriim, nasledné byla v téchto
vzorcich stanovena relativni exprese GOI a specificka aktivita NOS a GSNOR. Vzorky

byly ptipraveny podle kap. 3.3.5.
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5 DISKUZE

Tato diplomové prace navazuje na mou bakalafskou praci s nazvem: ,,Funkce oxidu
dusnatého v imunitnim systému hmyzu,* kterd byla zpracovana na Katedie biochemie

Prirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci v roce 2017.

5.1 Kinetické parametry véeli NOS

Kinetické parametry bylo mozné stanovit po pifedchozi optimalizaci metody pro meéteni
aktivity NOS dle puvodni metody podle Hevel a Marletta (1994) s vyuzitim informaci
dostupnych z literatury. Dané experimenty byly provedeny pro lepsi porozuméni zapojeni
NOS a GSNOR v imunitnim systému vcely medonosné (A. mellifera carnica). Podle
ziskané Km enzymu lze usuzovat fyziologické koncentrace substratu daného enzymu.
Hodnota Vmax v8ak neni konstanta, nebot’ je zavisla na koncentraci enzymu. Dale byla
pozorovéana zavislost aktivity NOS na koncentraci Ca®* iontl a byla potvrzena inhibice
véeli NOS ¢tyfmi vybranymi inhibitory zivocisnych NOS. V diplomové praci byla
potvrzena inhibice v¢eli NOS jiz diive popsanym inhibitorem NOS u v¢el (L-NAME)

a navic dal$imi 3 inhibitory, které u hmyzu nebyly zatim popsany.

Km v€eli NOS nebyla v literatufe zatim popséna a poprvé byla stanovena v této
diplomové praci pro substrat L-arginin jako 3,1 pmol-1?, konkrétné pro véelu
medonosnou kranskou (A. mellifera carnica). Km byla doposud u hmyzu popsana pouze
pro enzym NOS lokalizovany u octomilky obecné (D. melanogaster) s hodnotou
2,5 umol-1* (Colasanti a Venturini, 1998). V porovnani s timto modelovym organismem
je hodnota Km NOS u véely medonosné kraniské (A. mellifera carnica) vyssi. Dale bylo
stanoveno, Ze v&eli NOS dosahuje nejvyssi aktivity p¥i 2 mmol-1" koncentraci Ca?* iontt.
V nepfitomnosti Ca®" iontl je aktivita NOS 18% oproti reakci, v niz je 2 mmol-1*

koncentrace Ca?* iontui.

Pro ovéfeni, Ze byla skutecné méfena aktivita v€eli NOS, byly pouzity znamé
inhibitory Zivo¢isnych NOS o koncentraci 2,5 pmol-I"t (7-nitroindazol, L-NAME,
S-ethylisothiomocovina a aminoguanidin). Aktivita inhibované v¢eli NOS se pohybovala
Vv rozmezi 5-12 %. Z vysledka vsak nelze fici, ktery inhibitor je nejsilngjsi (chybi ICso pro
dané inhibitory). Inhibice vceli NOS byla pozorovana pti pouziti S-ethylisothiomocoviny
jako inhibitoru o koncentraci 2,5 pmol-1? (5,5% aktivita NOS). Inhibice NOS timto
inhibitorem nebyla u hmyzu zatim pospana. S-ethylisothiomoc¢ovina byla potvrzena jako

kompetitivni inhibitor lidské NOS. Mechanismus inhibice spo¢iva ve vazbé inhibitoru na
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hemovou doménu enzymu NOS (Raman et al., 2001). Inhibitorem v¢eli NOS byl
potvrzen také L-NAME (7,7% aktivita NOS). L-NAME byl dtive popsan jako inhibitor
v¢eli NOS lokalizované v jejich mozku. Miiller (1996) popisuje 30-50% inhibici NOS
ve v¢elim mozku. L-NAME je kompetitivni inhibitor, ktery kompetuje s pfirozenym
substratem L-argininem obsazenim jeho vazebného mista (Pokk a Vili, 2002). Inhibici
vykazoval také aminoguanidin (8,3% aktivita NOS), ktery byl u savct pospan jako
nekompetitivni inhibitor INOS (Farhad et al., 2011). U hmyzu nebyla inhibice NOS
aminoguanidinem popséana, nicmén¢ diplomova prace potvrdila inhibi¢ni ucinek tohoto
inhibitoru na véeli NOS. Inhibitor 7-nitroindazol také inhiboval véeli NOS, latka byla jiz
dtive popsana jako inhibitor savéi nNOS (Schulz et al., 1995). Inhibice 7-nitroindazolem
je kompetitivni a mechanismus spoc¢iva Vv interakci inhibitoru s vazebnym mistem pro
L-arginin a BHs (Wegener a Volke, 2010). U hmyzu nebyla inhibice NOS
7-nitroindazolem popsana, nicméné diplomova prace potvrdila inhibi¢ni G¢inek tohoto
inhibitoru na véeli NOS. Nahrazenim substratu (L-argininu) jeho isomerem D-argininem
vedlo Kk poklesu aktivity v¢eli NOS na 7 % V porovnani s L-argininem, ¢imz byla

potvrzena substratova specifita pouze pro L-arginin, nikoli pro jeho isomer D-arginin.

5.2 Kinetické parametry véeli GSNOR

Kinetika GSNOR u hmyzu nebyla literatufe zatim popsana, tudiz se jedna o viibec prvni
informace tykajici se kinetiky daného enzymu u hmyzu, konkrétné u véely medonosné
kranské (A. mellifera carnica). Hodnota Km véeli GSNOR pro substrat GSNO byla
stanovena 184,5 umol-1". V literatute je hodnota Km popsana pouze pro savce, rostliny,
houby a bakterie (Tab. 8) a pohybuje se v rozmezi 11-550 umol-1". U ¢lovék a rostlin je
Km GSNOR nizsi nez u veel, naopak u hub je Km az tiikrat vyssi. Koncentrace substrati
by za fyziologickych podminek méla odpovidat hodnoté Km, tudiz lze pifedpokladat, Ze
napf. u clovéka a rostlin je fyziologicka hladina RSNOs daleko niz$i nez u vcel.
Piedpokladat 1ze také, Ze RSNOs jsou u ¢loveéka a rostlin odbouravany pii koncentraci

nizsi nez u vcel.

Tab. 8 Porovnani hodnot Ky pro enzym GSNOR z riiznych organismu

Cesky nazev Latinsky nazev Hodnota K, Citace

Véela medonosna A. mellifera 184,5 umol-1* DP Kubny, 2019
Clovek Homo sapiens 11 pmol-1? Staab et al., 2008
Locika seta Lactuca sativa 45 pmol 1?1 Ticha et al., 2017
Brukev zelna Brassica oleracea 53 pmol-1? Ticha et al., 2017
Kropidlak Aspergillus nidulans 550 pumol-I* Zhou et al., 2016
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V névaznosti na mou bakalafskou praci, ve které byla pozorovana inhibice vceli
GSNOR inhibitorem N6022, byla v diplomové praci stanovena ICso tohoto
kompetitivniho inhibitoru lidské GSNOR jako 82,7 nmol-1". Inhibice GSNOR danym
inhibitorem byla také popsana u rostlin (320 nmol-17; Ticha et al., 2017) a u ¢lovéka
(ICso = 8 nmol-1*; Green et al., 2012).

5.3 Imunizace vcel vede ke zvySené aktivité NOS a koncentraci NO2

Z doposud publikované literatury je znamo, Ze po vpichnuti LPS pod kutikulu hmyzu
dochazi k silné indukci exprese NOS v tukovém télese (Imamura et al., 2002), a ze

vystaveni véel LPS vede ke zvysené produkci NO (Kitta et al., 2016; Negri et al., 2017).

Uvodnimi experimenty méfeni aktivity NOS ve véelach (A. mellifera carnica) bylo
potvrzeno, ze aktivita enzymu roste v odpovédi na pfitomnost bakterialniho LPS
v cukerném roztoku, ktery byl pouzit pro krmeni v¢el. Aktivita enzymu byla jesté vyssi
pii soucasném podavani LPS s AMK. ZvySena aktivita NOS byla doprovazena zvySenou
koncentraci NO2". Negri et al., (2017) popisuji podobné vysledky pro vceli larvy,
u kterych byla pozorovana zvysena produkce NO v odpovédi na ptfitomnost bakteridlnich
LPS. Autofi rovnéz popisuji, ze u larev LPS vyvolana produkce NO byla rovnéZ zvySena
piidavkem L-argininu do krmného média. Divodem zvysené aktivity NOS je fakt, ze
L-arginin je ptirozeny substrat enzymu NOS. V diplomové praci byla sice pouzita smes
AMK, nicméné L-arginin byl také soucdsti této smési. ZvySena aktivita NOS
a koncentrace NO2  ve v¢elim zadeCku oproti vceli hlavé a hrudi rovnéz koreluje
S dostupnou literaturou, nebot’ literatura popisuje prvotni iniciaci imunitniho systému
azvysenou aktivitu NOS u hmyzu, pravé v jeho zadecku, stfevé a tukovém télese
(Imamura et al., 2002). Koncentrace NO3™ nebyla u véel vystavenych LPS a LPS s AMK
zvysena, nebot’ NO3™ vznikaji interakci NO s oxyHb, ktery u hmyzu a v¢el neni pfitomen
(Miranda et al., 2001; de Sanctis et al., 2005). Moznym zdrojem NO3™ u véel je rostlinny
pyl, NO3™ byly rovnéz detekovany ve véelim medu (del Nozal et al., 2000; Ghiani et al.,
2016).

Z vysledkl je patrné, Ze ptitomnost LPS vede ke zvySené aktivité NOS a ke zvySené
koncentraci NO2". Piidavek AMK do cukerné vyzivy v¢el imunizovanym LPS vede
k dalsimu nartstu aktivity NOS a koncentrace NO2". Koncentrace NO3™ je ve vcelach
konstantni a nezévisld na pfitomnosti LPS a AMK a pravdépodobné souvisi se vceli

potravou.
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5.4 Exprese a aktivita GSNOR a NOS v¢elich larev infikovanych
bakterii P. larvae

Pro pochopeni zapojeni RNS Vv odpovédi imunitniho systému vcel na pritomnost
patogenu byla stanovena exprese NOS a GSNOR, nasledné byla stanovena specificka
aktivita enzymu, jez vznikaji expresi studovanych genl. Do vyhodnoceni relativni
exprese GOI nebyl z davodu $patné ucinnosti pfisedani primerd a Sirokého rozmezi
hodnot Ct zahrnut HKG AKTIN. Problém byl pravdépodobné zapii¢inén Spatné

navrhnutymi primery, popiipad¢ jejich degradaci béhem skladovani.

Umrtnost sedmidennich véelich larev véely medonosné krafiské (A. mellifera carnica),
které byly vystaveny ruznému poctu spor P. larvae se pohybovala mezi 65-75 %.
Umrtnost byla nejniZsi u véelich larev, které nebyly vystaveny sporam P. larvae a slouzily
jako kontrola. Tyhle vysledky potvrdily informace dostupné v literatufe, nebot’ vystaveni
véelich larev sporam P. larvae vede Kk jejich thynu. Ptekvapivé bylo, ze umrtnost véelich
larev se snizovala se zvySujicim se mnozstvim spor P. larvae. Bredsgaard et al., (1998)
popisuji ptimou zavislost mezi tmrtnosti v¢elich larev a poc¢tem spor P. larvae. Autofi
rovnéZ popisuji, Ze nejvyssi umrtnost je u larev starych 24-48 hodin (LDso = 8,5 spor
P. larvae) Autofi také popisuji, ze ¢tyidenni vceli larvy jsou jiz proti sporam P. larvae
odolné. Vysledky s literaturou koreluji v tom, Ze imornost byla u vSech larev vyssi nez
50 %. Podle literatury a vysledkt lze predpokladat, ze k timrti larev dojde jiz béhem
prvnich 48 hodin. Neuhynulé larvy starsi ¢tyt dnti jsou poté proti sporam P. larvae imunni
a vyviji se béZznym zpiisobem. Pozorovany nesoulad mezi Umrtnosti vcelich larev
a mnozstvim spor P. larvae mohl byt zplsoben nejasnymi rozdily mezi zmrazenymi
zivymi @ mrtvymi larvami, kdy jako mrtvé larvy byly povazovany ty, které byly mensi
nez 3 mm, hnéd¢ zbarvené a potopené v matefii kaSicce. Larvy, které byly vétsi nez 3 mm
a nebyly potopeny v roztoku matefi kasicky byly povaZovany za zivé. Problém byl také
V tom, Ze se jednalo o prvni takovy experiment provadény na Katedie Biochemie, tudiz
krmeni a podminky nemusely byt optimalni, cemuZ by mohla napovidat vysoka umrtnost
kontrolni skupiny. Kontrolni skupina sice nebyla vystavena sporam P. larvae,
pravdépodobné vsak silny stresovy faktor (podvyziva, Spatnd teplota a vlhkost prostiedi)
zpusobil vysokou tmrtnost kontrolni skupiny, a tim padem se jiz poté neprojevil vliv

poctu spor P. larvae.
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5.4.1 Spory P. larvae zvySuji expresi NOS a GSNOR

Relativni exprese NOS a GSNOR se zvySovala v zavislosti na poc¢tu spor P. larvae.
U hmyzu, konkrétné u bource morusového (Bombyx mori) byla popsana zvySena exprese
NOS v tukovém télese vV odpovédi na ptitomnost bakteridlnich LPS (Imamura et al.,
2002). U vcelich larev (A. mellifera carnica) bylo v ramci diplomové prace dosazeno
stejnych vysledkt, nebot’ i u nich doslo ke zvyseni exprese NOS. Zvysena exprese NOS
byla doprovazena zvySenou expresi GSNOR. Zavislost exprese GSNOR u hmyzu
Vv odpovédi na pritomnost patogenti nebyla u hmyzu zatim popséna, avsak se predpoklada,
ze gen GSNOR je vysoce konzervovan od bakterii az po ¢loveéka a je velmi dulezity

V ramci imunitnich odpovédi (Lui et al., 2001).

Vitellogeninu odpovidajici cDNA nebyla u sedmidennich v¢elich larev amplifikovana.
Piulachs et al., (2003) zjistili, ze k expresi VITELLOGENINU dochazi az u dospélych
vcel, nikoli u larev. Dosazené vysledky koreluji s dostupnou literaturou a potvrzuji,
ze gen VITELLOGENINU neni ve vcelich larvach exprimovan, avSak v dospélych
v¢elach ma vitellogenin antioxida¢ni funkci a dale také potlacuje hladinu JH (Seehuus
et al., 2006). JHE by naopak mél byt exprimovan jiz ve véelich larvach (Mackert et al.,
(2008). Vysledky v ramci diplomové prace s touto informaci zcela koreluji, nicméné
relativni exprese JHE nebyla zavisla na poctu spor P. larvae a byla ve vsech skupinach
podobna. Podle vysledkl je patrné, Ze piitomnost spor P. larvae nema piimy vliv na

expresi JHE.

Pokud by exprese JHE korelovala shladinou JHE v hmyzi hemolymfg, vedla
by snizujici se hladina JHE ke zvySené hladiné JH. ZvySena hladina JH u hmyziho
modelového organismu octomilky obecné (D. melanogaster) vede nasledné ke sniZeni
hladiny vitellogeninu a také ke snizeni exprese geni AMPs (Flatt et al., 2008). Situace
vsak odpovida hladinam proteintt JHE, nikoli expresi JHE, navic mtze byt situace ve
véelich larvach zcela odlisna. Bomtorin et al., (2014) popisuji, ze exprese JHE u vcel
funguje jako klicovy regulator hladiny JH. JH hraje kli¢ovou roli v urceni kasty béhem
larvéalniho vyvoje vcel, u dospélych vcel se poté JH podili na ptfechodu vcel ze stavu
krmicky do stavu létavky. Exprese JHE se u vcelich larev nezvysila v odpovédi na
ptitomnost spor P. larvae, tudiz l1ze ptedpokladat zapojeni JHE spise v ramci larvalniho

vyvoje vcel.
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5.4.2 Spory P. larvae zvysuji aktivitu NOS a GSNOR

Zvysena exprese NOS a GSNOR byla doprovazend zvysenou aktivitou enzymti NOS
a GSNOR. Homem (2015) ve své praci popisuje zapojeni GSNOR Vv imunitni odpovédi
octomilky obecné (D. melanogaster) a uvadi, ze aktivita GSNOR se zvysSuje v odpovédi
na piitomnost patogent. Negri et al., (2017) popsali, Zze u imunizovanych véelich larev
dochazi ke zvySeni produkce NO z divodu zvysené aktivity enzymu NOS. Podobnych

vysledkd bylo dosazeno i ramci této DP.

Souhrnné se u vcelich larev v odpovédi na piitomnost patogenu zvySuje exprese
a aktivita NOS a GSNOR. Exprese JHE je zavisla spise na larvalnim vyvoji véel nez na

pritomnosti patogend.

5.5 Exprese a aktivita GSNOR a NOS v dospélych véelach
infikovanych bakterialnimi patogeny

V experimentech bylo studovano zapojeni NOS a GSNOR v imunitnich odpovédich
véely medonosné kranské (A. mellifera carnica). Relativni exprese NOS a GSNOR
se vV odpovédi na ptitomnost bakterii zvysila jen minimalné a zmény nebyly statisticky
vyznamné. Specifickd aktivita NOS a GSNOR se v odpovédi na pfitomnost bakterii
signifikantné zvysila. VITELLOGENIN byl u dospélych vcel exprimovan, na rozdil
od larev, u kterych gen exprimovan nebyl. Relativni exprese VITELLOGENINU a JHE

se V odpovédi na pfitomnost bakterii signifikantné sniZila.

5.5.1 Bakterie minimalné zvySuji expresi véeli NOS a GSNOR

U dospélych vcel (A. mellifera carnica) doslo po jejich vystaveni bakteriim
K minimalnimu, statisticky nevyznamnému zvySeni exprese geniit NOS a GSNOR.
Zvysena exprese NOS podle literatury nastava u hmyzu v tukovém télese v odpovedi na
ptitomnost bakterialnich LPS (Imamura et al., 2002). Exprese GSNOR nebyla u hmyzu
zatim charakterizovdna. Mnoho dostupné literatury popisuje zapojeni GSNOR
v odpovédi na pfitomnost patogent u savcd, ¢lovéka a rostlin. Podle literatury
by se exprese a aktivita GSNOR méla zvySovat v odpovédi na ptitomnost patogent. Lui
etal., (2001) uvadi, ze GSNOR je vysoce konzervovan od bakterii az po ¢lovéka. U vcel
by tedy mély byt pozorovany podobné vysledky, tj. Ze exprese a aktivita NOS a GSNOR

by méla vzrist v odpovédi na piitomnost patogentll. Ziskané vysledky tykajici se exprese
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NOS a GSNOR nekoreluji s literaturou, nebot u dospélych vcéel doslo pouze

k minimalnimu, statisticky nevyznamnému zvyseni exprese NOS a GSNOR.

5.5.2 Bakterie vyznamné zvySuji aktivitu véeli NOS a GSNOR

U dospélych véel (A. mellifera carnica) doslo v odpovédi na pfitomnost patogeni
k minimalnimu, statisticky nevyznamnému zvyseni exprese NOS a GSNOR. Statisticky
nevyznamné zvyseni exprese genll bylo doprovazeno statisticky vyznamnym narustem
specifické aktivity NOS a GSNOR. Tyto vysledky se lisi od o¢ekavanych, nebot’ existuje
dostatek védeckych praci, které popisuji, Ze po vystaveni hmyzu patogenu dochazi ke
zvysené expresi NOS a ke zvySené aktivité ptislusného enzymu (Luckhart et al., 1998;
Imamura et al., 2002). Negri et al., (2015) popisuje u v¢el, kterym bylo do hemocelu
implantovano nylonové vldkno zvysenou tvorbu NO, ktera rovnéz nebyla doprovazena
zvySujici se expresi NOS. Autofi predpokladaji, Ze zvySend tvorba NO je vysledkem
aktivace enzymu NOS, nikoli vSak zvySenou expresi NOS. Podle vysledki a literatury 1ze
tedy usoudit, Ze u vc¢el pritomnost patogenu nemusi vést ke zvysené expresi NOS, avsak
skrze urcity stimul mize dojit ke zvyseni aktivity enzymu NOS. Exprese GSNOR
u hmyzu nebyla zatim nikde popsana. Dostupna je pouze informace, Ze aktivita enzymu

GSNOR u hmyzu vzrista v odpovédi na pfitomnost patogenti (Homem, 2015).

Zvysena aktivita NOS a GSNOR byla pozorovéna jiz pii pouhym uspani véel CO2
a stoupala v poradi CO2, PBS a bakterie, posledni dvé skupiny byly navic rovnéz uspany
CO:z2. Kontrolni skupina nebyla uspana CO.. Neexistuje jediny ¢lanek, ve kterém by byl
popsan vliv COzna aktivitu NOS u v¢el nebo u hmyzu, nicméné je podle vysledkli mozné,
ze CO2 urcitym zplisobem zvySuje aktivitu NOS u vcel. CO2 mize napf. narusovat
homeostazu ve véelim hemocelu nebo zvySovat koncentraci Ca?* iontli, coz by mohlo
nasledné vést ke zvySené aktivite¢ NOS. Podobny mechanismus byl popsan jiZ u rostlin,
ve kterych CO; zvySuje koncentraci cytosolarnich Ca?* iontli tim, Ze aktivuje
membranové a intracelularni kanaly pro Ca?" ionty. Zvysena koncentrace Ca?* iontii poté
zvySuje aktivitu NOS (Wang et al., 2013). Vpichem PBS pod vceli kutikulu
pravdépodobné doslo rovnéz k naruseni homeostdzy ve vcelim hemocelu, a tudiz

k naslednému zvyseni aktivity NOS.

Ziskané vysledky jsou v souladu s dostupnou literaturou, nebot’ aktivita vceli NOS
se podle literatury zvysuje v odpovédi na ptitomnost bakterialnich LPS. Podle literatury

by aktivita enzymu GSNOR u hmyzu méla rovnéz vzrist vV odpovédi na ptitomnost
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patogenu (Homem, 2015; Negri et al., 2017). Vliv PBS a COz na aktivitu v¢eli NOS neni

Vv literatuie popsan.

5.5.3 Bakterie vyznamné snizuji expresi JHE a VITELLOGENINU u
dospélych véel

Ve vztahu vitellogeninu k JH se predpoklada, ze vysoké hladiny JH vedou ke snizeni
koncentrace vitellogeninu (Pinto et al., 2000; Barchuk, 2002). Na regulaci hladiny JH
se podili enzym JHE, ktery hydrolyzuje JH. ZvysSena hladina JHE vede k hydrolyze
a poklesu hladiny JH. Pokles hladiny JH vede nasledné k narustu hladiny vitellogeninu.
Experimenty provedené v ramci diplomové prace v§ak byly zaméfeny pouze na expresi
JHE a VITELLOGENINU, tudiz vysledna koncentrace JHE a vitellogeninu miize byt ve

vceli hemolymf€ odli$na.

Vitellogenin u dospélych vcel ovliviiuje jejich vyvoj, délku Zivota a pisobi jako
antioxidant, naopak ve vcelich larvach neni VITELLOGENIN exprimovan (Piulachs
et al., 2003). Tato informace jiz byla v této praci potvrzena (kap. 5.4.1).

U dospélych veel doslo k poklesu exprese VITELLOGENINU u vsech tii oSetfenych
skupin. Vysledky jsou odlisné od informaci dostupnych v literatufe, nebot’ podle
literatury u hmyzu dochazi ke zvySeni exprese VITELLOGENINU v odpovédi
na ptitomnost bakterii (Corona et al., 2007; Nachappa et al., 2012). U dospélych vcel
(A. mellifera carnica) byl pozorovan opa¢ny trend a pokud by exprese VITELLOGENINU
odpovidala nasledné hlading vitellogeninu, mohlo u véel dojit ke snizeni délky jejich
zivota, a také k poklesu antioxidacni funkce, kterou vitellogenin zastavd. Druhé
vysvétleni poklesu hladiny vitellogeninu by mohlo byt takové, Ze pro vcely nebude
dilezité dozit se vysokého veku, ale prezit infekci, proto by se mohl protein vitellogenin
odbouravat a produkovat AMPs. Pravdépodobné je také zapojeni vlivu rocniho obdobi
a vyvojového stadia na expresi a hladinu vitellogeninu u vcel. Tyto zavéry vsak nelze

potvrdit, diky chybéjicim datim o hladin¢ vitellogeninu u zkoumanych vcel.

Pokles exprese VITELLOGENINU byl doprovazen poklesem exprese JHE. U hmyzu
bylo popsano, ze hladina JHE klesa v odpovédi na pfitomnost patogenu (Karlhofer et al.,
2012). Exprese JHE v odpoveédi na ptitomnost patogenu nebyla u v¢el ani u jinych druhid

hmyzu zatim popsana.

V budoucich experimentech by bylo dobré se zamétit na relativni expresi

VITELLOGENINU a JHE a zéaroven urcit titr vitellogeninu a JHE v hemolymf&. Tyto
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vysledky by nasledné¢ mohly pfinést uceleny pohled na zapojeni vitellogeninu a JHE

v odpovédi veel na pritomnost patogenu.

5.6 Hladina RSNOs u v¢el byla pod mezi detekce

V ramci diplomové prace byla testovana analyza RSNOs ve vztahu s pozorovanymi
zménami aktivity NOS a GSNOR. Pro dané stanoveni byly pfipraveny kalibra¢ni fady
GSNO. Koncentrace GSNO nizsi nez 100 nmol-1? jiz nebyly detekovany. RSNOs nebyly
rovnéz detekovany ve vcelich vzorcich, tudiz se ptedpoklada, ze koncentrace RSNOs
je ve véelach nizsi, nez 100 nmol-1"%. Hladina RSNOs nebyla u hmyzu zatim dle dostupné
literatury stanovena. Chemiluminiscen¢ni analyzator by mél byt v§ak schopen detekovat
RSNOs o koncentraci az 1 nmol-1"%. V dal§ich méfenich by méla byt vénovana pozornost
predevsim lepsi ptipraveé vzorkd, pro lepsi stanoveni RSNOs ve véelach by bylo dobré

nanaset v&tsi mnozstvi vzorkt, puvodné pouze 10 ul (Planchet a Kaiser, 2006).
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6 ZAVER

Byla zpracovana diplomova prace na téma biosyntézy a metabolismu reaktivnich forem

dusiku v imunitnich odpovédich véel. V této praci byla studovana problematika tykajici

se funkce NO a RNS ve v¢elach. V ramci dané prace bylo dosazeno téchto vysledki:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Byla zpracovana literarni reSerSe o0 funkci NO v imunitnim systému hmyzu se

zamé&fenim na v¢elu medonosnou (Apis mellifera).

Byly zavedeny metody analyzy genové exprese a enzymové aktivity NO synthasy
(NOS; EC 1.14.13.39) a S-nitrosoglutathionreduktasy (GSNOR; EC 1.1.1.284)

ve vzorcich v¢ely medonosné (A. mellifera carnica).

Pro NOS a GSNOR byly stanoveny kinetické parametry. Hodnota Kmn NOS
lokalizované ve véeli hlavé byla stanovena 3,1 pmol-1t. Pro enzym GSNOR
v extraktech celych tél véel byla hodnota Km pro substrat GSNO stanovena
184,5 urnol-l'1

Bylo stanoveno, ze vé&eli NOS dosahuje maximalni aktivity p¥i 2 mmol-1*
koncentraci Ca?* iontii. V nepiitomnosti Ca®* iontl byla aktivita NOS 18% vii¢i
aktivité enzymu pii 2 mmol-1"t koncentraci Ca?* iontd. Byla potvrzena inhibice
NOS 4 inhibitory o koncentraci 2,5 upmol-1? (S-ethylisothiomocovina,
7-nitroindazol, L-NAME a aminoguanidin). Pfi pouziti D-argininu misto
L-argininu jako substratu byla aktivita enzymu NOS pouze 7% vuci reakci v niz
byl pouzit L-arginin. Hodnota ICso pro inhibitor N6022 byla stanovena
82,7 nmol-17.

U dospélych veel imunizovanych bakterialnim LPS byla v porovnani s kontrolou
popsana zvySena aktivita NOS a zvySena hladina NO2". Vlivem infekce nebyly

pozorovany zmény hladin NOs'.

U infikovanych sedmidennich véelich larev byla pozorovana zvysujici se exprese
a aktivita NOS a GSNOR v zavislosti na zvysujici se davce spor P. larvae. U larev
byl pozorovan vyznamny vliv poc¢tu spor P. larvae na expresi a aktivitu NOS
a GSNOR. Exprese JHE nebyla u vcelich larev zavisld na mnozstvi ptidanych spor
P. larvae. Gen pro VITELLOGENIN nebyl u véelich larev amplifikovan.
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7) U dospélych vcel byl pozorovan minimalni, statisticky nevyznamny narust exprese
NOS a GSNOR, avsak aktivita NOS a GSNOR vyznamn¢ vzrostla v odpovédi na
napadeni vcel patogenem. U vcel Ize pozorovat spojitost mezi imunitni reakci,
aktivitou NOS a GSNOR. Po vystaveni vcel bakteriim doslo ke snizeni exprese

JHE a VITELLOGENINU.

8) RSNOs nebyly ve vzorcich v¢el pouzitymi metodami detekovany, tudiz jejich

koncentrace je pravdépodobné niz§i nez 100 nmol-1L.

Ziskané vysledky mohou byt vyuzity pfi dal§Sim zkoumani zapojeni RNS v imunitnim
systému vcely medonosné. Tato prace je viibec prvni, kterd se u véel zabyva enzymy NOS
a GSNOR na molekuldrni trovni, a navic patfi mezi n€kolik malo praci, které studuji

biologickou funkci téchto enzymi a NO u vcel.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ABA

AEBSF

AMK

AMPs

BH4

BP

BSA

CAT

COX

CYP

DAF-2

DAF-2DA

DAMPs

DmNOS

dsDNA

ECso

EDTA

EPOX

eNOS

FAD

FMN

GOl

GSH

Hb

kyselina abscisova

4-(2-aminoethyl)benzensulfonyl fluorid hydrochlorid

aminokyselina/y

antimikrobialni peptidy
tetrahydrobiopterin

bakalarska prace

hovézi sérovy albumin

katalasa

cyklooxygenasa

cytochrom P450
4,5-diaminofluorescein

diacetat 4,5-diaminofluoresceinu
molekularni vzorky spojené s poskozenim
NO synthasa charakterizovana u octomilky obecné
dvouvlaknova DNA

stfedni u¢inna koncentrace
kyselina ethylendiaminotetraoctova
epoxygenasa

endotelialni NO synthasa
flavinadenindinukleotid
flavinmononukleotid

gen zajmu (studovany gen)
glutathion

hemoglobin
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HEPES
HKG
Hsp90

I1Cso

IKK
INOS
JAK

JH

JHE
L-NAME
L-NNA
LOX
LPS
metHb
NADP
NBT
NED
nNOS
oxyHb
Q-Q graf
PAMPs
PGRP
PIAS

PLA:

2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonova kyselina
housekeeping gen
heat shock protein 90

inhibi¢ni konstanta 50 (koncentrace inhibitoru, pfi niz enzym

dosahuje 50% aktivity vii¢i reakci neinhibované)
IkB kinasy

inducibilni NO synthasa

Janusovy kinasy

juvenilni hormon

esterasa juvenilniho hormonu
N®-nitro-L-arginine-methylester
N®-nitro-L-arginin

lipoxygenasa

lipopolysacharidy

methemoglobin
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
nitrotetrazoliovd modf
N-(1-naftyl)etylendiamin

neuronalni NO synthasa

oxyhemoglobin

kvantil-kvantil graf

molekularni vzory spojené s patogenem
protein rozpoznavajiciho peptidoglykany
proteinovy inhibitor aktivované STAT

fosfolipasa 2
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PRRs

PSH

PSP

PVPP

RSNOs

SOCS

SOD

SPE

ssDNA

STAT

TAB 2/3

TAK

TLRs

receptory rozpoznavajici patogen

protein Persephone

plasmocyte-spreading peptid

polyvinylpyrrolidon

S-nitrosothioly

supresor cytokinové signalizace

superoxiddismutasa

Spaetzle zpracujici enzym

jednovldknova DNA

prevodniky signalu a aktivatory transkripénich proteinti (STAT)
proteiny vazajici se na TAK

kinasa aktivovand transformujicim ristovym faktorem 1

Toll podobné receptory
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